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La psoriasis es una patología que afecta aproximadamente al 3% de 
la población mundial. Su principal manifestación es la aparición de lesiones 
descamativas en la piel que generalmente están perfectamente delimitadas 
y cursan con prurito y dolor. Puede llegar a ser inhabilitante y la presencia 
de lesiones en zonas visibles conlleva una carga psicológica para el 
paciente. En base a sus mecanismos patológicos la psoriasis es una 
enfermedad inflamatoria, mediada por el sistema inmunitario, que cursa con 
una proliferación aberrante y descontrolada de los queratinocitos. Las 
alternativas terapéuticas no producen la remisión completa, además de que 
la vía de administración supone una gran limitación como en el caso de 
fármacos biológicos.  
La adenosina regula múltiples procesos fisiológicos mediante la 
activación de cuatro subtipos de receptores. El receptor de adenosina A2B 
(A2BAR) es el que presenta menor afinidad por adenosina, aunque en 
determinados tipos celulares es el mayoritariamente expresado. 
Recientemente, se ha demostrado que el agonista A2BAR BAY60-6583 
(BAY), presenta efecto antiproliferativo y antiinflamatorio en queratinocitos 
humanos estimulados con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), por 
lo que el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar el efecto 
de la aplicación tópica de BAY en un modelo de hiperplasia epidérmica en 
piel de ratón inducida por TPA, la cual reproduce algunas características 
de la psoriasis humana. 
Tras una prueba preliminar en la que se administró BAY a la dosis de 
10g/área, se confirmó la ausencia de reacciones adversas, y su efecto 
beneficioso sobre las lesiones desarrolladas, la reacción inflamatoria y las 
alteraciones tisulares, minimizando la hiperproliferación, la acantosis y la 
aparición de invaginaciones epidérmicas. En una segunda fase, se realizó 
el estudio dosis-respuesta empleando BAY a las dosis de 1 y 10 g/área 
en presencia o ausencia del antagonista selectivo de A2BAR, PSB-1115 
  XIV 
(PSB), a las dosis de 5 y 50 g/área. La aplicación de BAY a ambas dosis 
redujo nuevamente todos los parámetros determinados en la primera fase 
del estudio, así como la expresión de marcadores específicos de 
queratinocitos proliferativos. En cambio, el tratamiento previo con PSB, 
revertía en mayor o menor grado estos efectos beneficiosos de la activación 
A2B.  
Por último, se demostró que el tratamiento con BAY normalizaba la 
expresión de proteínas relacionadas con la función de la barrera 
epidérmica, cuya integridad está alterada en patologías de la piel, mientras 
que el tratamiento únicamente con el antagonista PSB, empeoraba el 
proceso.  
Se puede concluir que la administración de BAY en este modelo 
presentó un perfil antiinflamatorio, antiproliferativo y protector de la barrera 
epidérmica. Por lo tanto, la activación del A2BAR en la piel puede constituir 
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1.1 Estructura anatómica: 
La piel representa el mayor órgano en cuanto a extensión y peso del 
cuerpo humano. Sus principales funciones son protegernos frente agentes 
externos nocivos, actuar como barrera frente a la entrada de organismos 
patógenos y evitar la pérdida de agua de nuestro organismo. A su vez, 
presenta una compleja regulación donde intervienen múltiples proteínas y 
tipos celulares que se puede ver afectada por factores intrínsecos como la 
edad y hormonas, o extrínsecos, principalmente la radiación ultravioleta 
(UV), aunque también afectan la  dieta, el consumo de alcohol y el tabaco, 
entre otros (Tobin, 2017).  
La piel está constituida por tres capas, que dependiendo de la zona 
presentan diferente grosor, siendo la epidermis la más externa y que se 
divide a su vez en cinco estratos (Figura 1):  
Estrato córneo: es la capa más externa de la epidermis y presenta 
entre 15-20 capas de corneocitos, tipo celular que resulta del proceso 
terminal de diferenciación de los queratinocitos al quedar desprovistos de 
núcleo y orgánulos citoplasmáticos (Niehues et al., 2018).  
Estrato lúcido: capa de transición entre el estrato córneo y granuloso 
en la que los queratinocitos en vez de queratina presentan eleidina, una 
proteína intracelular que confiere a esta capa un aspecto transparente 
(Nguyen y Soulika, 2019). 
Estrato granuloso: se caracteriza por la presencia de gránulos de 
queratohialina (KHG) que contienen loricrina, filagrina y proteínas ricas en 
prolina. Durante el proceso de cornificación estas proteínas promueven el 
agregamiento de las fibrillas de colágeno y como consecuencia, la 
formación de la envuelta cornificada (Bosko, 2019). En este estrato también 
1. La piel: 
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destaca la presencia de los cuerpos lamelares (Losquadro, 2017) que 
sintetizan y almacenan lípidos como ceramidas, ácidos grasos y colesterol 
que son componentes fundamentales del estrato córneo (Bosko, 2019).  
Estrato espinoso: capa donde los queratinocitos se unen mediante 
desmosomas y en la que se sintetizan marcadores de diferenciación 
temprana como la citoqueratina-1 (CK1), CK10 e involucrina (Tu et al., 
2004).  
En el estrato basal o germinativo se encuentran las células madre en 
constante mitosis para dar lugar a los queratinocitos que migran hacia 
capas más superficiales (Bosko, 2019). En esta capa están presentes los 
melanocitos y células del sistema inmune como las células dendríticas (DC) 










Figura 1. Estructura de la epidermis subdividida en los cinco estratos que la constituyen. 
Aparecen representadas alguna de las características y tipos celulares de cada uno de 
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El tipo celular epidérmico predominante es el queratinocito pero en la 
epidermis también existen otras células residentes: 
Melanocitos: se encuentran principalmente en la capa basal ya que 
su función es la síntesis de melanina, pigmento que evita el daño nuclear 
de los queratinocitos adyacentes (Losquadro, 2017).  
Células de Langerhans están presentes en el estrato espinoso, 
granular y en la dermis principalmente. Desempeñan funciones 
inmunitarias como células especializadas de la piel presentadoras de 
antígenos (APC), que migran a los nódulos linfáticos locales para inducir 
tolerancia inmunogénica o para iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa 
(Nguyen y Soulika, 2019; Losquadro, 2017).  
Células de Merkel: tipo celular minoritario presente en la capa basal 
donde están en contacto con las células nerviosas con las que forman una 
estructura especializada llamadas discos táctiles (Losquadro, 2017). 
Dermis: capa subyacente a la epidermis formada por tejido conectivo 
pero que también contiene apéndices de glándulas sudoríparas y 
pilosebáceas (Tobin, 2017). Se divide a su vez en dos regiones, estando 
ambas constituidas principalmente por fibroblastos y células inmunes 
residentes como macrófagos y linfocitos. La principal diferencia entre las 
dos regiones es estructural, ya que la disposición de las fibrillas que las 
constituyen así como la densidad varía de un estrato a otro (Wong et al., 
2016). La capa superficial recibe el nombre de dermis papilar que presenta 
extensiones que se comunican con la epidermis por capilares y facilitan el 
transporte de nutrientes (Nguyen y Soulika, 2019). Esta capa está 
constituida por fibras de colágeno pequeñas entrecruzadas con fibras de 
elastina mientras que en la región reticular de la dermis las fibras de 
colágeno son de mayor tamaño. El tipo de colágeno que se encuentra de 
forma más abundante es el tipo I (entre el 80-90%) mientras que el 
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colágeno tipo III representa el resto de colágeno presente (Wong et al., 
2016).  
Por debajo de la dermis se encuentra la hipodermis cuya 
composición es rica en proteoglicanos y glucosaminoglicanos (Nguyen y 
Soulika, 2019). Está constituida principalmente por fibroblastos y 
adipocitos. Esta capa es importante para el mantenimiento de la 
temperatura corporal, actuando como aislante ya que los lípidos que la 
constituyen no conducen el calor. 
1.2 Proceso de cornificación: 
El proceso de cornificación hace referencia a todos los cambios 
morfológicos y funcionales que experimentan los queratinocitos desde el 
estrato basal hasta el córneo, donde la descamación de los mismos 
asegura un mantenimiento adecuado del recambio epidérmico (Bosko, 
2019). El ciclo normal de vida celular de los queratinocitos tiene una 
duración de 28 días aproximadamente (Le Bitoux y Haftek, 2008), pero en 
algunas situaciones la proliferación celular está aumentada y se produce 
una maduración defectuosa de los queratinocitos. En la regulación de este 
proceso intervienen numerosas proteínas y enzimas que ejercen un 
estrecho control sobre la proliferación y diferenciación de queratinocitos, o 
cornificación.  
1.2.1 Proteínas que intervienen en la cornificación   
La alteración en el patrón de expresión de filagrina se relaciona con 
la síntesis de una barrera epidérmica defectuosa ya que tanto en psoriasis 
como en dermatitis atópica se produce una disminución de la expresión de 
los genes de la familia filagrina (Kezic y Jakasa, 2016; Quaranta et al., 
2014). Ésta es una proteína de diferenciación terminal, necesaria para que 
se produzca el entrecruzamiento de proteínas que forman la envuelta 
cornificada (Sandilands et al., 2009). Su precursor es profilagrina, un 
polipéptido insoluble rico en histidina con un peso molecular aproximado de 
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500 kDa y que se encuentra principalmente asociado a los KHG en el 
estrato granuloso (McGrath y Uitto, 2008). La principal función de filagrina 
es unirse específicamente a los filamentos de queratina presentes en el 
citoesqueleto de queratinocitos, favoreciendo que se agreguen en 
macrofibrillas, lo que produce la compactación celular y marca el inicio de 
la transición a corneocitos (Sandilands et al., 2009).  
La presencia de filagrina está regulada por diversos factores, como 
el aumento de Ca2+. Conforme los queratinocitos avanzan hacia la capa 
más externa, los KHG liberan profilagrina, que es desfosforilada en la 
transición entre el estrato granuloso y el estrato córneo, y posteriormente 
degradada en fragmentos de filagrina libre, que se une a los filamentos 
intermedios de queratina produciendo su agregación y compactación.  
Ya en el estrato córneo, los monómeros de filagrina son degradados 
dando lugar a factores naturales de hidratación (NMF) necesarios para la 
correcta hidratación de la piel y la filtración de la radiación UV. Los 
principales NMF obtenidos por el catabolismo de filagrina son el ácido 
urocánico (UCA), rico en histidina y el ácido carboxílico pirrolidina (PCA) 
constituido principalmente por glutamina (Hoste et al., 2011). Ambos 
contribuyen a la acidificación de la piel, entre otras funciones. La 
conservación de un pH adecuado en la piel es relevante ya que evita la 
proliferación de patógenos y además regula la actividad de algunas 
enzimas que intervienen en el proceso de cornificación (Lee, 2020).  
Existen varias enzimas que intervienen en la maduración de filagrina 
como calpaína-1, bleomicina hidrolasa y caspasa-14. Caspasa-14 es 
responsable de la proteólisis del fragmento N-terminal de la profilagrina 
(Hoste et al., 2011) y por eso es indispensable en la maduración de la 
epidermis y la formación del estrato córneo. Paralelamente, caspasa-14 
también participa en la degradación de filagrina para formar los NMF. Esta 
enzima no actuaría directamente en la conversión de histidina en UCA o 
glutamina en PCA, ya que el aminoácido que disminuye drásticamente en 
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ausencia de caspasa-14 es glicina, que constituye el 15% de filagrina 
(Hoste et al., 2011). En la Figura 2 se esquematiza el proceso de formación 
de filagrina y su posterior catabolismo hasta constituir los NMF. 
 
 
Figura 2. Esquema del catabolismo de filagrina (FLG) desde su precursor profilagrina 
(pro-FLG) hasta la formación de los NMF. En respuesta a ciertos estímulos, la pro-FLG 
que se encuentra en los KHG es desfosforilada y procesada proteolíticamente hasta 
obtener 10-12 monómeros de filagrina, que producen el entrecruzamiento con los 
filamentos de queratina y posteriormente es degradada a NMF. En todos estos procesos 
intervienen varios enzimas como transglutaminasas y caspasa-14. Adaptado de 
(Denecker et al., 2008). 
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La loricrina es una proteína que constituye aproximadamente un 
70% de las proteínas que forman el estrato córneo (Nithya et al., 2015). Es 
posible detectar su presencia a partir del estrato granuloso, ya que es un 
marcador de diferenciación tardía y es sustrato de transglutaminasa 1 
(TGM1) y TGM3 (Nithya et al., 2015). Su principal función es aumentar la 
elasticidad del estrato córneo al entrecruzarse con el resto de proteínas, así 
como reforzar la resistencia mecánica de esta capa. En las lesiones de 
psoriasis se ha descrito la disminución de loricrina (Nithya et al., 2015).  
La involucrina es un marcador de diferenciación temprana de 
queratinocitos. En piel sana su expresión solo es detectable en el estrato 
granuloso y la parte superior del estrato espinoso mientras que en psoriasis 
se extiende en todo el estrato espinoso, lo que indica que la diferenciación 
de los queratinocitos no ha sido correcta (Chen et al., 2013). Además, su 
síntesis está relacionada con la migración celular en la capa basal por lo 
que su expresión está aumentada en enfermedades de carácter 
inflamatorio como psoriasis (Bélanger et al., 2020). 
Las citoqueratinas son proteínas estructurales sintetizadas por los 
queratinocitos de las que se han descrito hasta 54 tipos (X. Zhang et al., 
2019). La agrupación de queratina da lugar a filamentos intermedios que 
forman parte del citoesqueleto, contribuyendo al mantenimiento de la 
estructura celular y la integridad de los queratinocitos. Recientemente, se 
ha demostrado que las citoqueratinas regulan la proliferación, adhesión y 
la inflamación en los queratinocitos (X. Zhang et al., 2019). Dependiendo 
del estrato, varía el tipo de citoqueratina presente. Así, en el estrato basal 
se expresan predominantemente CK5 y CK14 mientras que CK1 y CK10 
se expresan en capas suprabasales, estando presentes en la fase 
temprana de diferenciación de queratinocitos (Nishifuji y Yoon, 2013). La 
detección de CK6 y CK16 en la epidermis indica una situación patológica 
en la que hay una activación aumentada de los queratinocitos, que se 
encuentran en estado proliferativo (X. Zhang et al., 2019). Se ha descrito 
que algunas de las vías de señalización implicadas en psoriasis, como el 
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factor de transcripción nuclear B (NF-B), podrían participar en la 
regulación de la transcripción de CK6, cuyo aumento en lesiones 
psoriásicas es uno de los signos clínicos característicos de la enfermedad 
(X. Zhang et al., 2019). 
1.2.2 Factores implicados en el proceso de cornificación  
La caspasa-14, ya comentada anteriormente, es una proteasa 
específica de residuos de aspartato que pertenece a la superfamilia de las 
caspasas, relacionadas con inflamación y apoptosis. A diferencia de otras 
enzimas de esta superfamilia, la presencia de la caspasa-14 se limita a los 
apéndices epidérmicos y la epidermis, donde su expresión aumenta desde 
la capa basal hasta el estrato granuloso, donde alcanza su mayor expresión 
(Hvid et al., 2011). En extractos de epidermis, es posible detectar tanto la 
forma inactiva, conocida como procaspasa-14, y la forma biológicamente 
activa o caspasa-14; mientras que en la envuelta cornificada, solo se 
encuentra presente caspasa-14. La procaspasa-14 es sustrato de 
calicreína 7 (KLK7) que la degrada proteolíticamente, dando lugar a una 
forma intermedia y finalmente a la caspasa-14, que como el resto de 
caspasas, está constituida por dos subunidades, una grande (p17) y otra 
menor (p11) (Yamamoto et al., 2012).   
El proceso de activación y maduración de la caspasa-14 se produce 
en la transición entre el estrato granuloso y el estrato córneo. La adición al 
medio de queratinocitos de vitamina D3 y Ca2+ se emplea para inducir la 
diferenciación terminal de queratinocitos. Sin embargo, con respecto a 
caspasa-14 el efecto no es el mismo. La expresión de caspasa-14 aumenta 
tras la adición de vitamina D3 mientras que disminuye en presencia de Ca2+ 
(Denecker et al., 2008). Paralelamente, se ha relacionado el aumento de la 
expresión de esta enzima con la activación del factor de transcripción 
proteína activadora -1 (AP-1). De hecho, los retinoides reducen la expresión 
de caspasa-14 por represión de AP-1 y otros genes relacionados con la 
diferenciación celular (Ballaun et al., 2008; Denecker et al., 2008).  
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En enfermedades inflamatorias como dermatitis atópica o psoriasis, 
la presencia de citocinas proinflamatorias derivadas de linfocitos T helper 
(Th) 2 produce una disminución tanto en la transcripción de RNA mensajero 
(mRNA) de caspasa-14 como en los niveles de la proteína, contribuyendo 
a una función barrera defectuosa (Hvid et al., 2011). La piel de ratones 
caspasa14-/- se caracteriza por ser más escamosa y brillante, detectándose 
un aumento excesivo de los KHG que almacenan profilagrina (Denecker et 
al., 2008). Además, se produce la acumulación de fragmentos de filagrina 
en el estrato córneo, lo que sugiere un proceso deficiente de degradación 
de filagrina a NMF (Hoste et al., 2011). Así, la deficiencia de caspasa-14 en 
piel de ratón produce la alteración de la función barrera y se caracteriza por 
un aumento de sensibilidad a la radiación UVB, la disminución del grado de 
hidratación de la piel y el aumento de la pérdida de agua transepidérmica 
(Sandilands et al., 2009).  
Las transglutaminasas en la epidermis se encargan de catalizar la 
unión entre los precursores de proteínas presentes en el estrato córneo. En 
epidermis están expresadas TGM1, TGM3 y TGM5. La deleción genética 
de TGM1 en ratones produce la ausencia total de la envuelta celular 
cornificada; demostrando el importante papel de la TGM1 en este proceso 
(Nishifuji y Yoon, 2013).  
Para mantener la homeostasis epidérmica es necesario que se 
produzca el recambio epidérmico en el que los corneocitos no funcionales 
son reemplazados por corneocitos nuevos (Yamamoto et al., 2012). Para 
ello es crucial que los corneodesmosomas, que son las uniones 
intracelulares que producen la adhesión de los corneocitos, sean 
desintegrados y se produzca la descamación. Las calicreínas (KLK) son 
un conjunto de 15 proteasas de las que KLK5 y KLK7 están expresadas en 
piel humana, en concreto, entre el estrato granuloso y el estrato córneo. Su 
función principal es la degradación de los componentes extracelulares de 
los corneodesmosomas (Nishifuji y Yoon, 2013). Cabe destacar que la 
regulación de su actividad enzimática viene determinada por el pH de la 
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piel, favoreciendo su activación el pH ácido (Lee, 2020; Yousef y Sharma, 
2018).  
Uniones estrechas: están constituidas por proteínas transmembrana, 
como las pertenecientes a la familia claudina, que interactúan con los 
filamentos de actina que forman el citoesqueleto (Bäsler et al., 2016). Son 
fundamentales para regular la adhesión y permeabilidad entre 
queratinocitos, impidiendo la difusión de fluidos a través de los espacios 
intercelulares, pero también intervienen en la diferenciación celular ya que 
permiten el transporte de iones de pequeño peso molecular como el Ca2+ 
(Barrea et al., 2017). Forman una segunda barrera por debajo del estrato 
córneo, contribuyendo al mantenimiento del gradiente de calcio en la 
epidermis, ya que impide la difusión de Ca2+ desde el estrato granuloso al 
estrato córneo (Lee y Lee, 2018). En piel sana, diferentes estímulos como 
interleucina (IL)-1 disminuyen la expresión de claudina-1 (Bäsler et al., 
2016). En psoriasis, la presencia de uniones estrechas no sólo está 
disminuida, sino que presenta un patrón de expresión alterado y 
discontinuo (Visconti et al., 2015) . 
En la epidermis, el gradiente de Ca2+ fluctúa de una capa a otra, y el 
mantenimiento de los niveles correctos de Ca2+ es fundamental para el ciclo 
celular de los queratinocitos (Lee, 2020). En la capa basal y espinosa, la 
concentración de Ca2+ es menor y conforme avanzamos hacia el estrato 
granular, este valor aumenta hasta llegar al estrato córneo, donde los 
niveles de Ca2+ vuelven a disminuir (Lee y Lee, 2018). También se ha 
relacionado el Ca2+ con la composición lipídica del estrato córneo, ya que 
regula la síntesis y secreción de los cuerpos lamelares (Lee, 2020).  
Durante el proceso de cornificación, la importancia del Ca2+ reside en 
que regula la transcripción de genes de proteínas que están relacionadas 
con la diferenciación de queratinocitos como TGM, loricrina, involucrina y 
profilagrina. Esto es debido a que presentan en la zona promotora del gen 
un sitio AP-1. Además, el Ca2+ interviene en la modificación postraduccional 
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de profilagrina induciendo cambios conformacionales que propician el 
procesamiento a filagrina (Lee y Lee, 2018). 
El precursor de la vitamina D se encuentra en el citoplasma de los 
queratinocitos y tras producirse la activación por radiación UVB, se sintetiza 
calcitriol, que es la forma biológicamente activa y en condiciones 
fisiológicas regula la diferenciación y proliferación de queratinocitos (Barrea 
et al., 2017). El calcitriol presenta un efecto anti-proliferativo en 
queratinocitos y también tiene efecto sobre el proceso de formación del 
estrato córneo ya que aumenta la síntesis de CK1, CK10, involucrina, TGM, 
loricirina y filagrina (Barrea et al., 2017). Se cree que las acciones del 
calcitriol están mediadas en parte por el efecto que tiene sobre él la 
concentración de calcio intracelular. 
Son conocidas las propiedades inmunoreguladoras de la vitamina D 
al estimular la proliferación de linfocitos T de fenotipo regulador (Treg) 
además de presentar efecto antiinflamatorio in vitro en macrófagos 
humanos (Barrea et al., 2017). En pacientes psoriásicos se han detectado 
niveles bajos de vitamina D (Orgaz-Molina et al., 2012) así como una 
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2. Psoriasis 
La psoriasis es una patología de la piel crónica, dolorosa y no 
contagiosa cuya prevalencia mundial varía entre el 2-3% (Eissing et al., 
2016; Greb et al., 2016), afectando aproximadamente a 125 millones de 
personas (Rioux et al., 2020). Dependiendo de la gravedad y del tipo de 
psoriasis, se puede producir desfiguración y puede llegar a ser 
incapacitante, lo que conlleva un importante impacto negativo en la calidad 
de vida de los pacientes. A veces, la psoriasis representa una carga 
psicológica potenciada por la estigmatización social de las lesiones cuando 
éstas aparecen en sitios visibles, lo que deriva en pérdida de autoestima, 
episodios de ansiedad y depresión en algunos de los afectados 
(Organización Mundial de la Salud [OMS], 2016). 
La psoriasis se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria, en 
la que interviene el sistema inmunológico y que afecta principalmente a la 
piel, aunque puede también afectar a las articulaciones, ya que en torno al 
20-30% de los pacientes psoriásicos desarrollan artritis psoriásica (Coates 
et al., 2016). Además, debido a la inflamación sistémica crónica, en los 
pacientes con psoriasis aumenta el riesgo de padecer patologías como 
síndrome metabólico, diabetes y enfermedades cardiovasculares (Greb et 
al., 2016; Masson et al., 2020).  
Por lo general, la aparición de psoriasis tiene lugar durante la edad 
adulta, y tienen menor incidencia en la población pediátrica. Existen dos 
franjas de edad en las que es más probable que se desarrolle psoriasis: 
entre los 18-39 años y 50-69 años, afectando indistintamente a hombres y 
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2.1.Características histopatológicas:  
Uno de los principales signos de la psoriasis es la aparición de 
lesiones eritematosas, descamativas que por lo general están 
perfectamente delimitadas (Figura 3). 
Comúnmente, cursan con prurito pudiéndose 
producir en ocasiones el sangrado de las 
mismas (Boehncke y Schön, 2015; OMS, 
2016). A nivel microscópico, se produce la 
acumulación de neutrófilos infiltrados, dando 
lugar a los denominados abscesos de Munro. 
En el estrato córneo de las placas psoriásicas 
es posible detectar queratinocitos que poseen 
núcleo, fenómeno conocido como paraqueratosis y que es representativo 
de la maduración prematura de los queratinocitos (Perera et al., 2012). 
Debido a la proliferación descontrolada de queratinocitos, se produce el 
engrosamiento de la epidermis conocido como acantosis. Otra 
característica es la aparición de invaginaciones epidérmicas que se 
extienden hasta la dermis debido a la proliferación aberrante de 
queratinocitos (Boehncke y Schön, 2015; Perera et al., 2012).  
2.2 Fenotipos de la enfermedad: 
La clasificación de los tipos de psoriasis se determina en función de 
la morfología de las lesiones, la naturaleza de las mismas y la zona a la que 
afectan, existiendo actualmente cinco tipos de psoriasis (Napolitano et al., 
2016). 
Vulgaris: también conocida como psoriasis en placa, es la forma más 
común de psoriasis, representando un 80-90% de los casos. Las lesiones 
psoriásicas presentan un color plateado y tienden a aparecer con una 
distribución simétrica afectando sobre todo a la zona extensora de los 
Figura 3. Psoriasis vulgaris 
(Boehncke y Schön, 2015)  
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brazos y piernas, pero también puede afectar frecuentemente al cuero 
cabelludo y uñas (Boehncke y Schön, 2015; Perera et al., 2012).  
En gotas: aparece sobre todo en la infancia y adolescencia 
(Raychaudhuri et al., 2014), a veces relacionadas con episodios de 
infecciones estreptocócicas. Se caracteriza por lesiones de pequeño 
diámetro esparcidas por toda la superficie corporal en forma de gotas o 
salpicaduras (Boehncke y Schön, 2015). Las lesiones o pápulas suelen 
aparecer en el tronco, en la parte más proximal de las extremidades, cara 
y cuero cabelludo (Raychaudhuri et al., 2014). 
Eritrodérmica: forma de psoriasis menos frecuente, siendo una de las 
manifestaciones más severa y peligrosa de la enfermedad (Boehncke y 
Schön, 2015). Las lesiones pueden cubrir hasta el 75% (Carrasquillo et al., 
2020) de la superficie corporal del paciente. Entre las complicaciones de 
esta forma de psoriasis, destaca la pérdida de la función de la barrera 
epidérmica, lo que favorece la aparición de reacciones sistémicas e incluso 
sepsis. La intensa descamación que se produce en este tipo de lesiones 
puede producir la pérdida de proteínas, la aparición de edema en las 
extremidades inferiores e incluso problemas cardiacos (Carrasquillo et al., 
2020). 
Pustulosa: se caracteriza por la aparición de ampollas y normalmente 
se desarrolla en individuos que previamente han padecido psoriasis 
vulgaris (Raychaudhuri et al., 2014). Las ampollas suelen aparecer en las 
plantas de los pies y las palmas de las manos aunque puede presentarse 
de forma generalizada como placas oscuras diseminadas, siendo este 
último tipo de psoriasis una de las formas de la enfermedad que más 
compromete la vida del paciente (Roszkiewicz et al., 2020) 
Invertida: es característica de piel en zonas flexoras como ingles, 
axilas y región submamaria, siendo la aparición de las lesiones 
independiente del grado de hidratación de esas zonas. Las lesiones no 
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presentan un contorno definido y son de un color rojo brillante. Es la forma 
de psoriasis más resistente a los tratamientos clásicos (Omland y 
Gniadecki, 2015). 
Otra manifestación de psoriasis es la ungueal, que afecta a las uñas 
y puede aparecer de manera aislada o coexistir con otro tipo de psoriasis 
que presente el paciente. A parte de las consideraciones estéticas, este tipo 
de afección dificulta enormemente la destreza manual y propicia la 
aparición de infecciones (OMS, 2016). 
2.3 Etiología de psoriasis  
2.3.1 Factores genéticos  
En torno a 1960 se comenzó a estudiar el componente genético de 
la psoriasis, debido a que esta presentaba una mayor incidencia cuando 
familiares habían padecido esta patología (Boehncke y Schön, 2015; 
Perera et al., 2012). Se han realizado Genome-wide Association Studies 
(GWAS) que han identificado hasta 15 loci (Singh et al., 2019) que albergan 
genes relacionados con psoriasis (PSORS1-15). El principal locus 
relacionado con psoriasis es PSOR1 ya que la probabilidad de 
heredabilidad es del 30%-50% (Greb et al., 2016; Boehncke y Schön, 2015) 
y codifica para el alelo HLA-Cw6 que contiene genes del complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC). Sin embargo, las alteraciones en PSOR1 
solo están presente en el 50% de los casos de psoriasis (Perera et al., 
2012), lo que sugiere que a parte de la predisposición genética existen otros 
factores que intervienen en el desarrollo de psoriasis como el estilo de vida 
(Roszkiewicz et al., 2020). Existen también mutaciones en PSORS2 que 
comprende el gen  CARD14 (Caspase recruitment domain-containing 
protein), o en PSORS4 que afecta al complejo epidérmico de diferenciación 
terminal que está constituido, entre otros, por loricrina y filagrina (Greb et 
al., 2016; Perera et al., 2012). 
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El estudio de las variaciones genéticas que se observan en la 
enfermedad ha permitido diferenciarla de otras patologías que cursan con 
manifestaciones cutáneas, como la dermatitis atópica. Cabe destacar, que 
los genes relacionados con el metabolismo de glucosa, lípidos y 
aminoácidos se encuentran aumentados exclusivamente en psoriasis 
(Quaranta et al., 2014). 
2.3.2. Factores extrínsecos   
A parte de los factores genéticos, existen algunos factores externos 
que desencadenan la aparición o producen el agravamiento de la psoriasis. 
• Leves traumas físicos como tatuajes y piercings pueden producir el 
fenómeno Koebner (Perera et al., 2012), que consiste en la aparición de 
nuevas lesiones psoriásicas en piel sana (Ji y Liu, 2019). El mecanismo por 
el que se produce este fenómeno no es específico pero los mastocitos serían 
uno de los principales tipos celulares que participan, actuando tanto sobre 
fibroblastos como sobre queratinocitos (Ji y Liu, 2019).  
• Existe una importante asociación entre infecciones estreptocócicas 
y el desarrollo de psoriasis en gotas (Kamiya et al., 2019; Perera et al., 
2012). De hecho, episodios de exacerbación de psoriasis coinciden con 
infecciones recientes por Streptococcus. Esto es debido al alto grado de 
homología existente entre la proteína antigénica M presente en el agente 
patógeno y la queratina, que es una proteína propia de los queratinocitos, 
lo que produce el aumento de células T circulantes (Thorleifsdottir et al., 
2012). 
• Uso de determinados fármacos que actúan a nivel sistémico: 
-bloqueantes: empleados ampliamente en patologías cardiovasculares, 
pueden producir la aparición de psoriasis de novo o la exacerbación de la 
misma. El bloqueo del receptor adrenérgico  inhibe la actividad de la 
enzima adenilil ciclasa (AC), disminuyendo a nivel epidérmico el mensajero 
intracelular adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y, a su vez, la 
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concentración de Ca2+ intracelular, lo que favorece la proliferación de 
queratinocitos (Grželj y Dolenc, 2020). Paralelamente, otro mecanismo 
patogénico propuesto ha sido la modulación de la fosforilación proteica en 
linfocitos T por parte de los fármacos -bloqueantes, favoreciendo por tanto 
la exacerbación de la enfermedad (Grželj y Dolenc, 2020; Basavaraj et al., 
2010). 
Litio: aunque ha caído en desuso, es empleado como alternativa 
terapéutica en depresión y trastornos bipolares. La aparición de psoriasis 
es una de las reacciones adversas de la piel más frecuentes derivadas del 
uso de litio. A nivel molecular, el litio actúa sobre la vía de señalización 
proteín cinasa C-inositol bifosfato (PKC-IPP2), inhibiendo a la enzima 
inositol monofosfatasa, lo que produce la disminución del calcio intracelular, 
favoreciendo la hiperproliferación de queratinocitos y disminuyendo la 
diferenciación terminal (Grželj y Dolenc, 2020). 
Antimaláricos sintéticos: la cloroquina e hidroxicloroquina son fármacos 
empleados para la profilaxis y tratamiento de malaria y su uso puede 
producir el empeoramiento de psoriasis en placas, si bien no están 
asociados con la aparición de psoriasis en pacientes que no la han 
padecido previamente (Balak y Hajdarbegovic, 2017). Los antimaláricos 
inhiben de manera dosis-dependiente las TGM epidérmicas, cuyo papel es 
fundamental para que el proceso de formación del estrato córneo sea 
correcto, tal y como se ha comentado anteriormente (Grželj y Dolenc, 
2020).  
Antiinflamatorios: en pacientes psoriásicos debe considerarse el uso de 
ellos. En concreto, indometacina es uno de los fármacos más asociados 
con la aparición de brotes de psoriasis, mientras que la incidencia es menor 
al emplearse ibuprofeno, naproxeno y fenilbutazona (Grželj y Dolenc, 
2020). La inhibición de la vía de la ciclooxigenasa (COX), aumenta la 
síntesis de leucotrienos por la vía 5-lipooxigenasa, los cuales son 
mediadores quimiotácticos y proinflamatorios. Por otro lado, la disminución 
de la síntesis de prostaglandinas por la COX podría afectar a la 
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concentración de Ca2+ intracelular vía AC (Grželj y Dolenc, 2020; Arasa et 
al., 2019; Hong y Bernstein, 2012.) 
Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA): dentro de las 
reacciones adversas de este grupo de fármacos, las cutáneas son una de 
las más comunes incluyendo psoriasis y dermatitis psoriasiforme (Grželj y 
Dolenc, 2020). Varios son los mecanismos de acción propuestos por los 
que producirían este tipo de reacciones. Al inhibir la ECA, disminuye el 
metabolismo y degradación de la sustancia P, neuropéptido implicado en 
la inflamación y el dolor  (Bali et al., 2014). En concreto, la sustancia P en 
queratinocitos regula la liberación de IL-1β e IL-6, así como del factor de 
crecimiento trasformante (TFG)-, iniciando la cascada inflamatoria 
(Sandoval-Talamantes et al., 2020).   
Antibióticos orales: pueden producir la aparición de psoriasis pustulosa 
aparte de empeorar la psoriasis en placas. Comúnmente, el grupo que 
produce este efecto adverso es el de las tetraciclinas debido a que interfiere 
en los niveles de AMPc, así como en el metabolismo del ácido araquidónico. 
Además, presentan fototoxicidad por lo que en pacientes predispuestos que 
se expongan a radiación ultravioleta puede favorecer la aparición del 
fenómeno Koebner (Grželj y Dolenc, 2020).  
• Estilo de vida: aunque no existe evidencia consistente que relacione 
la psoriasis con la alimentación, es cierto que las personas obesas tienen 
el doble de probabilidad de desarrollar psoriasis (Owczarczyk-Saczonek et 
al., 2020). La ingesta excesiva de grasas saturadas se acumula en el tejido 
graso visceral, lo que, a la larga, favorece la metainflamación. Este tipo de 
dieta puede favorecer la exacerbación de psoriasis ya que los ácidos 
grasos saturados interactúan con células mieloides como macrófagos, que 
iniciarían la cascada de inflamación que, en última instancia, afectaría a los 
queratinocitos (Owczarczyk-Saczonek et al., 2020). El tabaco y el consumo 
de alcohol han sido asociados con la aparición de psoriasis, aunque la 
relación es difícil de establecer ya que son situaciones multifactoriales en 
las que la relación puede ser indirecta (Kamiya et al., 2019). 
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2.4 Inmunopatogénesis 
Inicialmente se pensaba que la psoriasis era una patología 
exclusivamente dermatológica, pero tras el tratamiento efectivo en los años 
80 con fármacos que modulan la actividad de los linfocitos T, se demostró 
que existe una participación muy importante del sistema inmunitario (Billi et 
al., 2019). A pesar de que no se ha detectado ningún antígeno específico 
para la psoriasis, se han descrito moléculas que pueden actuar como 
autoantígenos. En la piel lesional de pacientes psoriásicos, el infiltrado que 
se produce está compuesto principalmente por células dendríticas, 
linfocitos CD8+ en epidermis y linfocitos Th en dermis (Hawkes et al., 2017; 
Boehncke y Schön, 2015), pero también intervienen diversas células como 
queratinocitos, macrófagos y neutrófilos (Perera, 2012).  
2.4.1 Tipos celulares implicados: 
Queratinocitos: es el tipo celular que constituye mayoritariamente la 
epidermis y tienen un papel principal en el desarrollo de psoriasis al actuar 
tanto a nivel de la respuesta inmune como en la conservación de la función 
barrera de la piel. Como se ha descrito en el apartado anterior, el ciclo celular 
de los queratinocitos está sometido a un estrecho control desde la 
membrana basal hasta que ascienden al estrato córneo y pasan a 
denominarse corneocitos. Durante esta transición, el fenotipo de los 
queratinocitos varía, expresando diferentes citoqueratinas y proteínas.  
Cuando se produce un daño en la piel, los queratinocitos son 
activados expresando CK6, CK16 y CK17. Paralelamente proliferan, migran 
y sintetizan mediadores angiogénicos como el factor de crecimiento del 
endotelio vascular (VEGF) y citocinas para intentar reparar el daño. Una vez 
realizada su función protectora frente agresiones externas, los 
queratinocitos volverían a su estado basal y continuarían su ciclo celular. Sin 
embargo, en psoriasis esto no sucede, resultando en una activación 
sostenida de los queratinocitos que sufren una diferenciación terminal 
defectuosa. En este sentido, se ha demostrado que alteraciones en los 
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cambios fenotípicos de los queratinocitos, necesarios para la formación de 
la envuelta cornificada, pueden contribuir al inicio, el mantenimiento y la 
cronificación de la psoriasis (Albanesi et al., 2018; Perera et al., 2012). 
Los queratinocitos también liberan mediadores que interactúan con el 
sistema inmune. En las fases iniciales y como respuesta a diversos factores 
desencadenantes, los queratinocitos liberan factores quimiotácticos como 
CXCL-1 (Chemokine (C-X-C motif) ligand-1) y CCL20 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 20). Como parte de la respuesta innata también liberan IL-1 
que favorece la acumulación de neutrófilos y monocitos en las lesiones 
psoriásicas (Albanesi et al., 2018). En la fase de mantenimiento y una vez 
se han puesto en marcha todos los mecanismos patológicos relacionados 
con la respuesta inmune en psoriasis, los queratinocitos son a su vez 
estimulados por citocinas y quimiocinas derivadas de la activación de los 
linfocitos Th17 (Albanesi et al., 2018). Además, IL-17 produce la síntesis del 
péptido antimicrobiano catelicidina (LL-37), por lo que se produce una 
retroalimentación positiva que culmina con la cronificación de psoriasis 
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Figura 4. Interacción entre queratinocitos y sistema inmune. Durante el inicio de la 
enfermedad se produce la activación de la respuesta inmune innata y el reclutamiento 
de células inflamatorias debido a la liberación de mediadores por los queratinocitos. La 
activación de células dendríticas mieloides (mDC) favorece la expansión clonal de los 
linfocitos Th17 y Th1, que a su vez liberan IL-23, IL-36 y TNF- que interaccionan con 
los queratinocitos. Durante la fase de cronificación IFN- induce en queratinocitos 
psoriásicos la liberación de mediadores quimioatrayentes de monocitos, células Th1 y 
Th17 o DC. IL-17 retrasa la diferenciación terminal de queratinocitos y junto a 
TNF− producen la activación de la vía NF- IL-22 estimula la liberación de 
quimiocinas y produce acantosis celular vía STAT-3. IFN- interferón- mDC: células 
dendríticas mieloides; pDC: células dendríticas plasmocitoides; PMN: células 
polimorfonucleares; TNF- (factor de necrosis tumoral-α). Adaptado de (Albanesi et al., 
2018). 
 
Fibroblastos: constituyen el tipo celular predominante en la dermis, 
responsable de la síntesis de los componentes de la matriz extracelular, 
como proteoglicanos y colágeno, muy relacionado por tanto con la 
remodelación y conservación de la estructura tisular de la piel (Gęgotek et 
al., 2020). Los fibroblastos juegan un papel relevante en la respuesta 
inmune innata, pudiendo contribuir al desarrollo de diversas patologías. Sin 
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embargo, su papel en psoriasis presenta controversia. Algunos autores 
sugieren que los fibroblastos dérmicos son funcionalmente similares a las 
células madre mesenquimales, pudiendo reducir el reclutamiento de 
linfocitos y la activación de macrófagos y células dendríticas mediante la 
liberación de mediadores considerados clásicamente proinflamatorios, 
como la prostaglandina E2 (PGE2) (Arasa et al., 2019; Buckley, 2017). En 
este sentido, se ha puesto de manifiesto que la PGE2 generada por 
fibroblastos dérmicos sanos promueve un fenotipo antiinflamatorio en 
macrófagos, mientras que los fibroblastos psoriásicos pierden la capacidad 
de inducir dicho eicosanoide, manteniendo el fenotipo proinflamatorio 
 (Arasa et al., 2019). Por otra parte, los fibroblastos liberan también 
adipocinas, como quemerina, que favorece la migración y el reclutamiento 
de células dendríticas plasmocitoides (pDC) (Albanesi et al., 2018). 
Células dendríticas (DC): ejercen multitud de funciones en cuanto a 
la activación del sistema inmune, actuando como células presentadoras de 
antígeno (APC) e interactuando con linfocitos T. En condiciones fisiológicas 
las DC ejercen un papel regulador manteniendo el equilibrio en la respuesta 
inmunitaria; pero bajo determinados estímulos son capaces de 
diferenciarse y migrar al foco inflamatorio (Tokuyama y Mabuchi, 2020; Chu 
et al., 2011).  
Existen diferentes poblaciones como las células de Langerhans (LC), 
las células dendríticas mieloides (mDC) y pDC, que en condiciones 
normales ya se encuentran en la piel (Chiricozzi et al., 2018). En concreto, 
las LC residentes están en la epidermis desde la embriogénesis (Wang y 
Bai, 2020) y se insertan entre los queratinocitos asociándose vía E-
caderina, una glicoproteína transmembrana que está regulada por Ca2+ 
(Yan et al., 2020). En psoriasis, el papel que desempeñan estas células no 
está totalmente establecido ya que se ha observado variabilidad en el 
infiltrado celular, aumentando, disminuyendo o sin cambios en pacientes 
psoriásicos (Wang y Bai, 2020; Yan et al., 2020).  
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Respecto a las mDC, existen varios subtipos de poblaciones, que 
responden a estímulos quimiotácticos, migrando a focos inflamatorios. Las 
mDC inflamatorias (imDC) son células que no han terminado de 
diferenciarse fenotípicamente y que sintetizan citocinas como factor de 
necrosis tumoral-α (TNF-), IL-6, IL-12, IL-20 e IL-23 (Tokuyama y 
Mabuchi, 2020). Así mismo expresan la óxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS) que junto a TNF- generan un entorno inflamatorio. Por otro lado, 
la liberación de IL-20 promueve la proliferación de queratinocitos, 
desencadenando la hiperplasia epidérmica observada en esta patología. 
Además, IL-12 e IL-23 estimulan la diferenciación de linfocitos T, activando 
por tanto la respuesta inmunitaria. En concreto, en el infiltrado de piel 
psoriásica, el porcentaje del subtipo imDC es 30 veces mayor que en piel 
sana (Chiricozzi et al., 2018). 
El otro subtipo de mDC actúa principalmente como células 
presentadoras de antígeno, interactuando con linfocitos T y su presencia 
no varía en piel psoriásica en contraste con piel sana (Chiricozzi et al., 
2018). 
En sangre periférica se encuentran las pDC que están muy 
relacionadas tanto con procesos autoinmunes así como con el 
reconocimiento de virus a través de los receptores toll-like-7 y 9 (TLR7 y 
TLR9) (Albanesi et al., 2018; Ye et al., 2020). En las lesiones psoriásicas 
se detecta un aumento significativo de los niveles de interferón- (IFN- ) 
con respecto a piel no lesional (Chiricozzi et al., 2018).  Una vez activadas, 
las pDC liberan IFN-  en la piel y este evento se considera uno de los 
iniciadores de la inflamación psoriásica. IFN- actúa sobre varios tipos 
celulares, activando a las mDC y estimulando el desarrollo, maduración y 
polarización de los linfocitos T hacia Th17, incrementando por tanto los 
niveles de IL-17 (Chiricozzi et al., 2018; Deng et al., 2016).   
Macrófagos: en condiciones fisiológicas son células residentes de la 
dermis, pero pueden migrar a los nódulos linfáticos locales cuando se 
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desencadena la inflamación. Representan una de las principales fuentes 
de TNF-  y se han detectado en lesiones psoriásicas, donde contribuyen 
al mantenimiento del estado inflamatorio de la piel (Perera et al., 2012). 
Neutrófilos: en respuesta a agresiones externas o presencia de 
patógenos, se produce la diapédesis de neutrófilos hacia el foco de 
infección donde constituyen la primera línea de respuesta de la inmunidad 
innata. Dentro de los mecanismos de defensa de los neutrófilos está la 
formación de trampas neutrofílicas extracelulares (NET) (Chiang et al., 
2019) y la generación masiva de radicales de oxígeno (ROS). Además, las 
enzimas lisosomales contenidas en los gránulos azurófilos, como la 
mieloperoxidasa (MPO), producen ácido hipocloroso a partir de los ROS, 
con potente efecto bactericida. En lesiones psoriásicas, se ha descrito la 
presencia de NET así como un aumento significativo de la actividad MPO, 
contribuyendo al desarrollo de la reacción inflamatoria en las primeras 
etapas de la enfermedad (Takahashi y Yamasaki, 2020; Dilek et al., 2016). 
Células T reguladoras (Treg): población de linfocitos CD4+ que en la 
piel adulta representan un 20% de la población de células T (Owczarczyk-
Saczonek et al., 2018). Desempeñan un papel inmunoregulador, evitando 
la cronificación de enfermedades inflamatorias o la aparición de patologías 
autoinmunes (Perera et al., 2012).  
Para la diferenciación de las células Treg es necesaria IL-6 que a su 
vez, inhibe la liberación de IL-17, existiendo un equilibrio entre la presencia 
de Treg y la citocina inflamatoria IL-17 (Deng et al., 2016). En lesiones 
psoriásicas, el número de Treg está aumentado (Chiricozzi et al., 2018), lo 
que sugiere que se produce una disfunción de este tipo celular ya que 
estudios in vitro han demostrado que las Treg procedentes de pacientes 
psoriásicos no son capaces de inhibir la respuesta Th1, mientras que los 
aislados de pacientes sanos si conservan su funcionalidad (Owczarczyk-
Saczonek et al., 2018). 
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Células linfoides innatas (ILC): se caracterizan por no presentar 
ningún tipo de especificidad con respecto al reconocimiento de antígenos y 
desempeñan un papel importante en cuanto al remodelado y la protección 
tisular. A diferencia de la activación de células T, que requieren la 
presentación de antígenos por el MHC-II, las ILC son activadas por 
citocinas como IL- e IL-23 (Kobayashi et al., 2020). Se ha detectado un 
incremento de ILC3 en lesiones psoriásicas en comparación con piel 
psoriásica no lesional, lo que representaría, junto a las células Th17, una 
de las principales fuentes de IL-17 (Chiricozzi et al., 2018; Kobayashi et al., 
2020) 
2.4.2 Citocinas inflamatorias  
El TNF- es una citocina transmembrana que se procesa y libera en 
procesos inflamatorios, y cuyos niveles se ven aumentados de manera 
crónica en patologías en las que existe una inflamación subyacente como 
artritis reumatoide, esclerosis múltiple y enfermedad de Crohn (Nosenko et 
al., 2019). En psoriasis, fue una de las primeras citocinas empleada como 
diana terapéutica con anticuerpos monoclonales y sus niveles están 
elevados tanto en biopsias de piel lesional como en el análisis serológico 
de pacientes psoriásicos (Chiricozzi et al., 2018).  
El TNF- es liberado principalmente por macrófagos, pero existen 
otros tipos celulares que también lo liberan, aunque en menor medida, 
como células Th1, Th17, DC y queratinocitos (Chiricozzi et al., 2018; 
Nosenko et al., 2019; Perera et al., 2012). Esta citocina regula varias 
funciones una vez que interacciona con el receptor de TNF-  (TNFR1) 
(p55) presente en leucocitos y células endoteliales, o TNFR2 (p75) 
presente en la mayoría de las células. Esta interacción produce la 
activación de 3 vías de señalización: 
1.  Activación de las caspasas, familia de proteínas relacionadas 
con vías de señalización que inducen la apoptosis celular. 
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2.  Activación de la MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) que 
favorece la proliferación y diferenciación celular. 
3. Activación de NF-κ que induce la transcripción de citocinas 
inflamatorias (Nosenko et al., 2019).  
Por otro lado, la cascada de inflamación se amplifica, ya que el TNF-
 induce la producción de IL-23 en DC y la activación del eje IL-23/IL-17 
(Chiricozzi et al., 2018; Deng et al., 2016). La IL-23 es una citocina 
heterodimérica que pertenece a la familia de las IL-12, con la que comparte 
la subunidad p40, siendo la p19 la otra subunidad que la compone (Deng 
et al., 2016). Es sintetizada por queratinocitos, mDC, LC y macrófagos en 
respuesta a patógenos infecciosos de naturaleza fúngica o bacteriana que 
activan los TLR (Perera et al., 2012). La IL-23 actúa a través de su receptor 
IL-23R, expresado en múltiples células del sistema inmunitario como en 
neutrófilos, macrófagos, ILC y células T de memoria (Chiricozzi et al., 
2018). Contribuye al mantenimiento de la respuesta inmune favoreciendo 
la expresión de su propio receptor IL-23R, y también induciendo la 
proliferación de queratinocitos al activar la vía de señalización STAT-3  
(Signal transducer and activator of transcription 3) (Deng et al., 2016; Grän 
et al., 2020). IL-23 tienen un papel crucial en el desarrollo y proliferación de 
células Th17, que liberan IL-17, favoreciendo el reclutamiento de neutrófilos 
y macrófagos al inducir la liberación de quimiocinas como CXCL-1 por parte 
de los queratinocitos (Tokuyama y Mabuchi, 2020).  
La inyección intradérmica de IL-23 representa uno de los modelos in 
vivo empleados para el estudio de psoriasis, ya que produce la aparición 
de eritema y lesiones similares a las que aparecen en psoriasis (Chiricozzi 
et al., 2018; Perera et al., 2012). 
Otra citocina relacionada con psoriasis es IL-1 producida 
principalmente por macrófagos y que contribuye a la activación de las 
células T. El tratamiento con el antagonista del receptor de IL-1 Anakinra, 
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no mejoró la psoriasis en placa de los pacientes; sin embargo sí que mostró 
cierta efectividad en psoriasis pustular generalizada (Grän et al., 2020).  
IL-6 es una citocina que está muy implicada en el crecimiento y 
diferenciación de células dérmicas y epidérmicas y su aumento ha sido 
detectado tanto en el análisis inmunohistoquímico (Castells-Rodellas et al., 
1992) como serológico de pacientes que presentan psoriasis activa 
(Pietrzak et al., 2020). Entre los efectos derivados de IL-6 destaca la 
activación de los linfocitos T, además de presentar propiedades 
antiapoptóticas sobre estas células, al aumentar la expresión de Bcl-2 (B 
cell lymphoma 2) vía STAT-3, y la diferenciación de células T a Th17 
(Scheller et al., 2011). 
2.4.3 Péptidos antimicrobianos (PAM) 
Son moléculas de naturaleza proteica que se caracterizan por poseer 
efecto “antibiótico”, modular la respuesta inflamatoria, promover la 
liberación de factores angiogénicos y regular la proliferación celular 
(Takahashi y Yamasaki, 2020). En la piel son sintetizados por neutrófilos, 
macrófagos y queratinocitos en respuesta a daño tisular y a la activación 
por citocinas (Tokuyama y Mabuchi, 2020). Se ha relacionado el aumento 
de estas moléculas, que actúan como autoantígenos, con patologías de la 
piel como rosácea, dermatitis atópica y psoriasis (Takahashi y Yamasaki, 
2020). En concreto, el PAM LL-37 es uno de los más ampliamente 
estudiados, ya que la población de células T anti-LL37 se encuentra 
aumentada tanto en la serología como en placas psoriásicas, 
correlacionándose directamente con la severidad de la enfermedad 
(Rendon y Schäkel, 2019). Recientemente, en 2015 se describió otro PAM 
relacionado con psoriasis presente en melanocitos: ADAMTSL5 (Chiricozzi 
et al., 2018; Hawkes et al., 2017). En linfocitos T aislados de pacientes 
psoriásicos, la estimulación con ADAMTSL5 aumenta la expresión de IL-
17A e IFN-  (Hawkes et al., 2017)  
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2.5 Vías de señalización implicadas en psoriasis: 
NF-B es un conjunto de factores de transcripción que están 
estrechamente relacionados con la respuesta inmunitaria y que mantiene 
la homeostasis de la inflamación. Esta vía es activada en respuesta a 
determinados estímulos, siendo los miembros de la familia de citocinas 
TNF  uno de los principales inductores. El complejo NF-B está constituido 
por 5 proteínas (p50, p52, p65 o RelA, Relb y c-Rel) que presentan un 
dominio de interacción con el ADN promoviendo la transcripción de genes 
que codifican para mediadores antiapoptóticos, citocinas como IL-6 y 
factores de proliferación (Rinkenbaugh y Baldwin, 2016; Hayden y Ghosh, 
2014). En condiciones basales, el complejo se encuentra en el citoplasma 
celular unido a un inhibidor de proteínas KB (IKB), que una vez es 
fosforilado y degradado, libera el dímero de NF-B que se transloca al 
núcleo donde actúa sobre la secuencia génica diana (Hayden y Ghosh, 
2014; Goldminz et al., 2013).  
STAT: el aumento de actividad de la vía de las Janus cinasas (JAK), 
fosforila una serie de proteínas transductoras de señal y activadoras de 
transcripción (STAT), entre las que destaca STAT-3, factor de trascripción 
relacionado con la respuesta inflamatoria y la proliferación de 
queratinocitos. Además, en psoriasis, STAT-3 está implicado tanto en la 
inducción de la expresión del receptor IL-23 como en la diferenciación a 
Th17, ya que ambos procesos están suprimidos en ausencia de STAT-3 
tanto en experimentos in vitro como in vivo (Calautti et al., 2018). Tal es la 
implicación, que uno de los modelos animales empleados para reproducir 
la psoriasis consiste en ratones transgénicos K5.Stat3C, en los que la 
mutación produce una activación constitutiva de STAT-3 (Nakajima y Sano, 
2018). La activación de esta vía de señalización está mediada por factores 
de crecimiento como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) o el factor de crecimiento epidérmico (EFG), además de citocinas 
como IL-6, IL-10 e IL-12 (Logotheti y Pützer, 2019). Las JAK representan 
una diana terapéutica para enfermedades que presentan componente 
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autoinmune. Por ejemplo, Tofacitinib es un inhibidor oral de JAK empleado 
en artritis reumatoide y artritis psoriásica que inhibe de manera indirecta el 
eje IL-23/Th17 al disminuir la actividad STAT-3 (Calautti et al., 2018). 
2.6 Inicio de la enfermedad 
Debido a que la etiología de la enfermedad no está definida 
claramente, varios son los mecanismos propuestos para el 
desencadenamiento de psoriasis. En la Figura 5 se resumen las principales 
células y mediadores involucrados en este proceso. En fases iniciales de la 
enfermedad se considera que las DC juegan un papel fundamental en la 
respuesta inflamatoria. En primer lugar, el desarrollo de una infección o un 
trauma favorecen la liberación de LL-37 por los queratinocitos o de 
ADAMTSL5 por los melanocitos, formando un complejo de ácidos nucleicos 
que activarían a las pDC vía TLR7 y TLR9. A su vez, las pDC sintetizan 
IFN-α que estimula la activación de las mDC, favoreciendo la diferenciación 
de células T a Th1/Th17 y la sensibilización de queratinocitos (Rendon y 
Schäkel, 2019; Boehncke y Schön, 2015). 
Inicialmente, se pensaba que la psoriasis era una enfermedad 
predominantemente mediada por linfocitos Th1. Sin embargo, la 
caracterización del nuevo subtipo de células Th17 supuso un nuevo 
paradigma en patologías mediadas por el sistema inmunitario. De hecho, 
el eje IL-23/Th17 representa una de las principales dianas farmacológicas 
para el tratamiento de psoriasis (Hawkes et al., 2017). Las imDC liberan, 
entre otros mediadores inflamatorios, IL-23 e IL-12 que a su vez actúan 
sobre células productoras de IL-17 que se encuentran en la piel como 
células Th17, ILC y linfocitos T citotóxicos (Hawkes et al., 2017). 
Conjuntamente con IL-17 liberan TNF-, presentando ambas citocinas una 
actividad sinérgica al inducir la transcripción de genes proinflamatorios 
como IL-1, IL-6 e IL-8 que, a su vez, activan a las mDC, de manera que 
se produce una amplificación de la respuesta inflamatoria. Por otro lado,  
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IL-17 en queratinocitos estimula la activación de las vías de señalización 
STAT y NF-B, relacionadas con la hiperproliferación de queratinocitos y la 
inflamación. Los queratinocitos activados expresan CCL20, que producen 
el reclutamiento de más mDC y células Th17, produciéndose un ciclo de 
retroalimentación positiva que favorece en última instancia la movilización 
de células Th1 y por tanto, la cronificación del proceso inflamatorio (Hawkes 
et al., 2017) 
 
Figura 5. Inicio patogénesis de psoriasis. Tras una agresión externa, bien de carácter 
física o química, se desencadena la liberación de los PAM, que forman complejos que 
son reconocidos por las pDC vía receptor TLR. Las pDC junto con las células que 
participan en la respuesta innata promueven la activación de las mDC, liberando TNF- 
y propiciando un entorno inflamatorio. A su vez, la liberación de IL-23 e IL-12 por las 
imDC promueve la expansión clonal de linfocitos Th17 y de linfocitos de Th1, lo que 
perpetua el estado inflamatorio, activando de nuevo a los queratinocitos, que liberan 
factores quimiotácticos manteniendo el reclutamiento de linfocitos y mDC. Célula NK: 
célula Natural Killer; imDC: célula dendrítica mieloide inflamatoria; mDC: célula 
dendrítica mieloide; PAM: péptido antimicrobiano; pDC: célula dendrítica plasmocitoide; 
Th1: linfocito T helper 1; Th17: linfocito T helper 17. 
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2.7 Farmacoterapia 
Actualmente no existe ningún tratamiento que produzca la remisión 
completa de la psoriasis, por lo que los fármacos disponibles están 
orientados a controlar las exacerbaciones de la enfermedad y a paliar los 
síntomas. El tratamiento se elige en función del tipo de psoriasis, del grado 
de severidad de la patología, así como la zona en la que aparezca, siendo 
común el uso simultáneo de varios tratamientos.  
2.7.1 Tratamiento tópico: 
Es la primera opción para el tratamiento de la psoriasis leve a 
moderada. Entre los agentes tópicos más comúnmente empleados 
destacan los corticosteroides como betametasona diproponiato, los 
análogos de la vitamina D3 como el calcipotriol, y retinoides como 
tazaroteno. Se pueden emplear en monoterapia o como coadyuvante del 
tratamiento sistémico, existiendo también alguna presentación en la que se 
combinan corticoides y derivados de la vitamina D3. También como 
tratamiento tópico en casos de psoriasis moderada a grave se emplea 
fototerapia, en concreto con radiación UVB o radiación PUVA que consiste 
en la administración previa al tratamiento con radiación UVA de psoralenos, 
que son agentes fotosensibilizantes (Torsekar y Gautam, 2017). 
2.7.2 Agentes sistémicos no biológicos 
El metotrexato es uno de los principales fármacos empleados desde 
que en 1972 se aprobara su uso para el tratamiento de psoriasis. Presenta 
efecto inmunosupresor y antineoplásico ya que interfiere en los procesos 
de síntesis, reparación y replicación celular del ADN. Se emplea en 
múltiples patologías como artritis reumatoide o en procesos neoplásicos, y 
aunque el mecanismo de acción exacto por el que resulta efectivo en el 
tratamiento de psoriasis no está establecido del todo, parece estar 
relacionado con el aumento de adenosina extracelular que produce al 
inhibir de manera indirecta la AMP deaminasa (Maksimovic et al., 2020).  
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Otro agente inmunomodulador tradicionalmente utilizado es la 
ciclosporina A cuyo efecto principal es la inhibición de la respuesta 
inmunitaria al modular selectivamente la activación de linfocitos T (Amber y 
Tabassum, 2020).  
Actualmente, el único derivado de la vitamina A empleado vía oral en 
la psoriasis es la acitetrina que actúa modulando la diferenciación y 
proliferación de las células epidérmicas y también presenta efecto 
antiinflamatorio (Tokuyama y Mabuchi, 2020).  
Por último, en 2014 la Food and Drug Administration (FDA) aprobó el 
uso de apremilast (Otezla®) en psoriasis en placas. Esta molécula actúa 
inhibiendo la fosfodiesterasa-4 (PDE-4) intracelular que media la 
degradación del AMPc, mensajero secundario intracelular. Su eficacia se 
explica por la desregulación de la respuesta inmune innata y adaptativa, 
que está mediada por este mensajero (Afra et al., 2019). Es de destacar, 
que tanto el mecanismo de acción del metotrexato como el de apremilast 
tienen en común que provocan, por diferentes vías, un aumento de AMPc, 
presentando un perfil antiinflamatorio y beneficioso en el tratamiento de 
psoriasis (Afra et al., 2019).  
2.7.3 Agentes sistémicos biológicos 
Desde que en 2004 la FDA aprobase el primer medicamento 
biológico anti-TNF- etanercept, se han autorizado 11 agentes biológicos 
para el tratamiento de psoriasis (Tabla 1). Como dianas terapéuticas se 
emplean los principales ejes y mediadores inflamatorios que se han 
mencionado anteriormente y desempeñan un papel crítico en la 
patogénesis de psoriasis (Menter et al., 2019). 
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Etanercept Proteína de fusión: 
dominio extracelular de 
TNFR+Fc* de IgG 
 2004 
Infliximab Anticuerpo quimérico 
monoclonal IgG 
2006 
Adalimumab Anticuerpo monoclonal 
humano IgG 
2008 
Certolizumab Proteína de fusión: 
subunidad Fab* del 
anticuerpo humanizado 
2018 
Secukinumab Anticuerpo monoclonal 
IgG1/ 
 2015 
Ixekizumab Anticuerpo monoclonal 
humanizado IgG4 
2016 
Brodalumab Anticuerpo monoclonal 
humano IgG2 
2017 
Ustekinumab Anticuerpo humano 
monoclonal IgG1 
 2009 
Tildrakizumab Anticuerpo monoclonal 
humanizado IgG1/ 
2018 
Guselkumab Anticuerpo monoclonal 
IgG1 
2017 
Risankizumab Anticuerpo monoclonal 
humanizado IgG1 
2019 
  *Fc: fragmento cristalizable; Fab: fragmento de unión al antígeno; TNFR: receptor de TNF-  
 
 
Tabla 1. Tratamientos  biológicos aprobados por la FDA para el tratamiento de psoriasis 
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2.7.4 Nuevas perspectivas terapéuticas 
Los miRNA (micro-ribonucleic acid) son pequeños RNA de una 
longitud aproximada entre 19-25 nucleótidos, no codificantes y que 
intervienen en la regulación post-transcripcional de genes (Lee, 2020; Timis 
y Orasan, 2018). Mayoritariamente los miRNA producen el silenciamiento 
de genes o bien la degradación de las dianas del RNA mensajero (RNAm). 
Se han descrito numerosos miRNA cuya presencia está desregulada 
en psoriasis, como miR-203 que es específico de la piel y en condiciones 
fisiológicas se encuentra en queratinocitos suprabasales, regulando la 
diferenciación de queratinocitos inducida por Ca2+ (Lee, 2020). Es posible 
detectar tanto en la piel como en la sangre de pacientes psoriásicos la 
sobreexpresión tanto de miR-203 como de miR-31. Esta desregulación al 
alza produce una proliferación aberrante de los queratinocitos. Entre sus 
efectos destaca la activación de la vía de señalización NF-B y la 
consiguiente producción de TNF-α y mediadores quimiotácticos (Timis y 
Orasan, 2018). Otro miRNA sobreexpresado en psoriasis es miR-210, que 
actúa favoreciendo la diferenciación de células T a Th1 y Th17 y 
disminuyendo la actividad de las Treg (Nedoszytko et al., 2020). 
Por el contrario, la expresión de miR-125 está significativamente 
disminuida en piel psoriásica en comparación con piel sana. Este miARN 
es un modulador negativo de la proliferación de queratinocitos (N. Xu et al., 
2011). Por lo tanto, su disminución en psoriasis contribuiría al aumento de 
la hiperproliferación epidérmica.  
El descubrimiento del papel de los miARN en psoriasis aporta nuevas 
perspectivas para el tratamiento de esta enfermedad, ya que se podrían 
considerar como una nueva diana farmacológica o como biomarcadores 
para el diagnóstico y la prognosis de la psoriasis. 
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3. Adenosina 
La adenosina es un nucleósido 
purínico cuya estructura química consta 
de la base adenina unida por un enlace 
glicosídico a una molécula de ribosa 
(Figura 6). La adenosina es una molécula 
endógena y la fuente extracelular a partir 
de la que se obtiene principalmente es el 
metabolismo de ATP, uno de los principales mensajeros celulares (Vecchio 
et al., 2019). En condiciones normales, la concentración de adenosina se 
encuentra en un rango de 20-300 nM (Borea et al., 2018) pero en 
situaciones de daño tisular, hipoxia o estrés, estos niveles se incrementan 
notablemente (Magni y Ceruti, 2020; Haskó et al., 2018).   
3.1 Metabolismo de adenosina 
El ATP intracelular es la principal reserva para la síntesis de 
adenosina. Generalmente, la adenosina es sintetizada extracelularmente, 
a partir de la desfosforilación de sus nucleótidos ATP, ADP y AMP, que 
puede producirse debido a una hidrólisis espontánea o por la actividad de 
5’-ectonucleotidasas (Burnstock et al., 2012; Hinz et al., 2018). Tras ello, se 
produce un incremento de adenosina extracelular que, en condiciones 
normales, es captada por las células a través de ENT (Equilibrative 
nucleoside transporter). En el interior de la célula, la adenosina puede 
volver a ser fosforilada por la AK (Adenosin kinase) o bien puede ser 
desaminada a inosina por la adenosín deaminasa (ADA) (Cronstein y 
Sitkovsky, 2017).  
3.2 Receptores de adenosina 
La adenosina ejerce sus efectos a través de la interacción con sus 
receptores (AR) A1, A2A, A2B y A3, los cuales difieren tanto en sus efectos, 
como en los tipos celulares en los que están presentes. Existen también 
Figura 6. Estructura 
molecular de adenosina 
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diferencias en cuanto a la afinidad por adenosina de los distintos 
receptores, ya que el valor de Ki (humano) varía entre 310 nM, 700 nM y 
290 nM para los subtipos A1, A2A y A3 respectivamente, mientras que para 
el receptor A2B el valor de Ki (h) es de 24000 nM (Borea et al., 2018). Esta 
baja afinidad del receptor A2B ha sugerido siempre un papel poco relevante 
en condiciones fisiológicas, requiriéndose concentraciones fisiopatológicas 
de adenosina para su activación. Sin embargo, en los últimos años se ha 
demostrado que el efecto de la activación A2B no depende sólo de la 
afinidad, sino que puede ser patente en aquellos tipos celulares donde este 
subtipo de AR es el mayoritario (Borea et al., 2018; Fredholm et al., 2011). 
Los receptores de adenosina A1 y A3 están asociados a proteínas Gi 
(Figura 7), por lo que su activación disminuye la formación de AMPc. Por el 
contrario, A2AAR y A2BAR producen un aumento de AMPc debido a la 
activación de la AC vía proteína Gs. Además, el receptor A2B activa otras 
vías de transducción de señales a través de proteínas Gq, produciendo la 
movilización de Ca2+ y, en ocasiones, también puede estar acoplado a 
proteínas Gi. Esto explicaría por qué la activación del receptor A2B puede 
tener efectos contrapuestos, lo que va a depender tanto del tipo celular en 
el que esté presente como del tipo de proteína G al que se encuentre 
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Figura 7. Subtipos de receptores de adenosina (AR) asociados a proteínas G  
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Inicialmente, se estudió la adenosina por la modulación que ejerce 
sobre el sistema cardiovascular, pero actualmente se ha demostrado que 
los AR están ampliamente distribuidos en diversos tejidos, órganos y tipos 
celulares, interviniendo además en la regulación del sistema nervioso 
central, del sistema endocrino y de la respuesta inflamatoria e inmune 
(Burnstock, 2018; Vecchio et al., 2019). Así, la adenosina extracelular 
generada en condiciones de daño celular tiene efecto inmunomodulador y 
antiinflamatorio (Magni y Ceruti, 2020). Este incremento de adenosina es 
debido a la liberación de nucleótidos intracelulares y también causado por 
alteraciones en el metabolismo de la propia adenosina, pudiéndose 
producir por la inducción de ectoenzimas como CD37, por la inhibición de 
AC y ADA o por la disminución de la actividad de ENT (Ramakers et al., 
2011; Vecchio et al., 2019).  
3.3 Adenosina en psoriasis   
La mayoría de los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores de 
la adenosina están mediados por los receptores A2A y A3, altamente 
expresados en las células inflamatorias e inmunes. Su activación reduce 
los procesos de migración celular, la diferenciación y activación linfocitaria, 
y la liberación de citocinas y otros mediadores inflamatorios (Cronstein y 
Sitkovsky, 2017). Precisamente, y como se ha comentado anteriormente, 
el efecto beneficioso del metotrexato en el tratamiento de la psoriasis se 
debe en parte al aumento de adenosina que éste produce y el consiguiente 
incremento del AMPc vía A2AAR (Hasko et al 2018). Por otra parte, el 
agonista A3AR piclidenosona se encuentra en ensayo clínico fase III para 
el tratamiento oral de psoriasis en placas, ya que, entre sus efectos, inhibe 
la proliferación de queratinocitos y la producción de citocinas 
proinflamatorias (Balogh et al., 2020; Cohen et al., 2018). Además de en 
células inflamatorias e inmunes, en la piel se han identificado receptores de 
adenosina en queratinocitos, fibroblastos, melanocitos, células de 
Langerhans, folículos pilosos y células endoteliales, entre otros tipos 
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celulares, si bien no se ha establecido exactamente su participación tanto 
en procesos fisiológicos como patológicos (Burnstock et al., 2012).  
Es conocido que la activación del receptor A2A, mayoritario en los 
fibroblastos de la dermis, induce la proliferación celular y la síntesis de 
colágeno, jugando un papel importante en la promoción de la cicatrización 
de heridas al favorecer la formación del nuevo tejido de granulación y la 
revascularización (Montesinos y Valls, 2010; Montesinos et al., 2002). En 
cambio, el AR mayoritario en la epidermis es el A2B, y su activación inhibe 
la proliferación de los queratinocitos por aumento del Ca2+ intracelular 
(Andrés et al., 2017). Además, la expresión de este AR está reducida en la 
epidermis de pacientes psoriásicos, mientras que la expresión del AR A2A 
aumenta. Esto sugiere un papel fisiológico del A2BAR como regulador del 
crecimiento normal de los queratinocitos, que se perdería en la epidermis 
psoriásica, favoreciéndose la hiperproliferación por alteración de la ratio 
normal de expresión A2B/A2A (Andrés et al., 2017).  
Curiosamente, este efecto fisiológico protector del A2BAR se ha 
puesto de manifiesto recientemente en otros tipos celulares en los que éste 
es el AR mayoritariamente expresado, como las células del músculo liso de 
arteria coronaria (Dubey et al., 2015) o las células que conforman la barrera 
epitelial intestinal (Aherne et al., 2015). Estos resultados han hecho resurgir 
en la comunidad científica el interés en el estudio del A2BAR, generalmente 
relegado por su baja afinidad por la adenosina y por la falta de ligandos 
potentes y selectivos. En este sentido, el reciente desarrollo de nuevos 
agonistas y antagonistas más selectivos y de alta afinidad ha favorecido 
este resurgimiento (Müller et al., 2020). En la Tabla 2 se resumen algunos 
de los nuevos agonistas y antagonistas A2B, en comparación con adenosina 
o con 5’-N-etilcarboxamido adenosina (NECA), considerándolo como 
agonista A2B clásico, pero no selectivo.  
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 Receptor A2B 
       Agonistas                                   Ki (nM)  
                                  (h = humano, m = murino) 
Adenosina     24000 (h) 
NECA  1900 (h) 
 660 (m) 
BAY60-6583       110 (h) 




      Antagonistas                                  Ki  (nM) 
MRS-1754 1,97 (h) 
 3,12 (m) 
MRS-1706   2,00  (h)  
PSB-603  0,55 (h) 
 0,26 (m) 
PSB-1115 53,4 (h) 




Tabla 2. Agonistas y antagonistas del receptor A2B. Valores de Ki 
obtenido por estudios de unión de radioligando (Müller et al., 2020). 
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En estos nuevos estudios se ha puesto de manifiesto que el receptor 
A2B presenta un papel dual en las células inflamatorias, ya que produce 
efectos proinflamatorios y antiinflamatorios (Effendi et al., 2020). Así, la 
activación A2BAR induce la liberación de IL-6 en macrófagos, la producción 
de L-1 y VEGF en mastocitos (Cekic y Linden, 2016) y estimula la 
diferenciación de células dendríticas, promoviendo la respuesta inmune 
mediada por linfocitos Th17 (Cronstein y Sitkovsky, 2017). Paralelamente, 
la activación de A2BAR puede inhibir la adhesión neutrofílica o inducir un 
cambio fenotípico de macrófagos M1 a M2, disminuyendo la producción de 
TNF- e IL-1 (Effendi et al., 2020). 
Así pues, el papel fisiopatológico del receptor A2B plantea mucha 
controversia debido a las múltiples vías de señalización implicadas en su 
activación, ya que además de estar involucradas las proteínas de 
membrana Gs, Gi y Gq, también participan las MAPK (Vecchio et al., 2019) 
(Figura 8). Además, la expresión del A2BAR puede estar influenciada por 
cambios en el entorno celular, respondiendo a condiciones como 
inflamación, hipoxia o fibrosis (Vecchio et al., 2019). En este sentido, un 
entorno inflamatorio propiciado por citocinas reduce la expresión de este 
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En base a los estudios previos realizados en nuestro laboratorio, el 
receptor A2B de adenosina juega un papel importante en el control de la 
proliferación de los queratinocitos humanos pero también en la regulación 
de la inflamación epidérmica, ya que disminuye la producción de citocinas 
proinflamatorias y quimiotácticas en este tipo celular (Andrés et al., 2017). 
La activación de este AR podría constituir por lo tanto una interesante 
estrategia terapéutica en el control del estado hiperproliferativo e 
inflamatorio de la piel psoriásica, si bien hasta el momento no se han 
realizado estudios in vivo a este nivel. Esta consideración dará pie al 























Figura 8. Efectos moleculares de la activación del receptor de adenosina A2B. AC: 
adenilil ciclasa; DAG: diacilglicerol; ERK: cinasas reguladas por señales extracelulares; 
IP3: inositol-trifosfato; JNK: c-Jun N-terminal cinasa; PIP2: fosfatidil inositol difosfato; 
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Como se ha comentado en el apartado de introducción, el posible 
papel del A2BAR en los distintos tipos celulares implicados en la patogenia 
de la psoriasis genera gran controversia. En estudios previos realizados en 
nuestro laboratorio se demostró que la activación de dicho receptor en 
queratinocitos humanos disminuía la proliferación celular y la producción 
de citocinas proinflamatorias, sugiriendo que la activación A2BAR en la 
epidermis podría constituir una estrategia terapéutica en el control de 
patologías de la piel con componente proliferativo e inflamatorio.  
Considerando estos antecedentes, el principal objetivo de la 
presente Tesis Doctoral es analizar por primera vez en un modelo in vivo 
de inflamación cutánea, el efecto de la activación de los A2BAR, mediante 
la aplicación tópica de una agonista o un antagonista de dichos receptores. 
Para ello, se ha seleccionado el modelo de hiperplasia epidérmica en ratón 
inducida por TPA en el que se abordarán los siguientes objetivos 
específicos:   
1. Analizar el posible efecto beneficioso de la activación A2BAR sobre 
las lesiones macroscópicas que se producen en este modelo in vivo  
2. Confirmar el efecto antiproliferativo de la activación A2BAR en la 
epidermis mediante técnicas histológicas e inmunohistoqúimicas 
3. Establecer el posible efecto antiinflamatorio de la activación A2BAR 
y analizar los mecanismos involucrados  
4. Profundizar en el posible papel fisiopatológico del A2BAR en el 
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1. Modelo de hiperplasia epidérmica en piel de ratón 
inducida por TPA 
1.1 Moléculas en estudio y reactivos 
En la presente tesis se ha estudiado el efecto de la administración 
tópica del agonista del receptor A2B BAY60-6583 (BAY) en el modelo in vivo 
de hiperplasia epidérmica en piel de ratón. Paralelamente y para confirmar 
que los efectos observados son consecuencia de la activación de este 
receptor, hemos empleado en este estudio el antagonista selectivo del 
receptor A2B PSB-1115 (PSB).  
Tanto BAY (2-[6-amino-3,5-diciano-4- [4- (ciclopropilmetoxi) fenil] 
piridin-2-il] sulfanil acetamida), como PSB (4-(2,3,6,7-tetrahidro-2,6-dioxo-
1-propil-1H-purin-8-il)-ácido bencensulfónico), han sido adquiridos a Tocris 





                      
Figura 9. Estructura química de BAY60-6583 y PSB-1115 
 
Para realizar el estudio, ambos productos son disueltos en acetona, 
que será el vehículo del tratamiento tópico. En el estudio preliminar se ha 
ensayado BAY a la dosis de 10g/área. En la segunda fase del estudio se 
ha ensayado BAY a 1 y 10 μg/área y PSB a 5 y 50 μg/área con el fin de 
establecer un estudio dosis-respuesta y minimizar el riesgo de la pérdida 
BAY60-6583 PSB-1115 
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de especificidad que puede suceder cuando se emplean dosis muy 
elevadas. 
Por otra parte, todos los reactivos empleados en la presente Tesis 
Doctoral que no están especificados en el correspondiente apartado han 
sido adquiridos de Sigma-Aldrich (San Louis, Missouri, USA). 
1.2 Animales de experimentación 
El manejo de los animales durante los estudios in vivo se realiza de 
acuerdo con la normativa europea para el manejo de animales de 
laboratorio. Los protocolos seguidos fueron aprobados por el Comité de 
Ética de Experimentación y Bienestar Animal de la Universidad de Valencia 
(Anexo I), según la normativa del Real Decreto 53/2013. 
Se han empleado ratones hembra Swiss CD1 (Janvier, Le Genest St 
Isle, Francia) de entre 6-8 semanas de edad y con un peso aproximado de 
25-35 g. Los animales están estabulados en la Sección de Producción y 
experimentación Animal del Servicio Central de Apoyo a la Investigación 
(SCSIE) en la Facultad de Farmacia (Burjassot) donde se mantienen con 
unas condiciones de luz y temperatura estandarizadas (22 ± 3 ºC, 60 % 
humedad relativa) y libre acceso a agua y comida, durante al menos una 
semana o periodo de adaptación. 
1.3 Protocolo experimental 
La aplicación de 12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) en la 
piel de ratón induce la aparición de lesiones macroscópicas en la zona de 
aplicación que se caracterizan por presentar descamación, eritema y 
engrosamiento de la epidermis (Sato et al., 2004). La molécula TPA es un 
activador de PKC, de la que se conocen 10 isoformas las cuales regulan 
múltiples vías de señalización relacionadas con la diferenciación, 
proliferación y apoptosis celular (Breitkreutz et al., 2007). El tratamiento 
agudo con un agente activador de la PKC estimula la migración de 
neutrófilos así como la activación de la vía de señalización NF-, la 
liberación de citocinas y la producción de ROS, induciendo la respuesta 
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inflamatoria (Yang et al., 2019). Por lo tanto, este modelo de hiperplasia 
en piel de ratón reproduciría parte de los características histopatológicas 
y alteraciones bioquímicas que caracterizan a la psoriasis en humanos 
(Ma et al., 2018; Rodríguez-Luna et al., 2017; Sato et al., 2004). 
Día 0: se rasura el dorso de los ratones con una maquinilla eléctrica y 
posteriormente se depila la zona con crema depilatoria (Deliplus, 
Barcelona, España). 
Día 1: tras 24 horas, los ratones que no presentan crecimiento de pelo o 
lesiones derivadas de la depilación son seleccionados y clasificados 
según el tratamiento que vaya a ser aplicado. Estos grupos se irán 
ampliando, dependiendo de la dosis de BAY o PSB a administrar.  
 
o Grupo 1: Vehículo (acetona) 
o Grupo 2: PSB  
o Grupo 3: BAY  
o Grupo 4: TPA  
o Grupo 5: PSB+TPA 
o Grupo 6: BAY+TPA 
o Grupo 7: PSB+BAY+TPA 
 
El tratamiento tópico se realiza en un área del dorso de los ratones 
previamente delimitada y con una superficie de aproximadamente 1cm2. 
A partir de una solución madre realizamos diluciones para obtener las 
dosis de BAY (1 y 10 μg/área) y PSB (5 y 50 μg/área). Con una micropipeta 
administramos los productos (20 μl/sitio), diluidos en acetona (vehículo), 
en función del grupo al que pertenecen los ratones. El orden de aplicación 
de los productos es relevante; aplicándose siempre primero el antagonista 
(como en el caso del grupo 7), seguido del agonista y transcurrida media 
hora, el agente inflamatorio TPA (2nmol/sitio). Todos los grupos de 
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animales reciben el mismo volumen final de acetona, incluyendo los 
blancos (grupos 1, 2 y 3). 
Días 2 y 3: se repite el procedimiento detallado en el día 1. Cada día, la 
evolución de las lesiones de los ratones es evaluada de manera visual por 
un observador independiente y puntuada mediante un score establecido 
previamente (Bhor y Pande, 2006) cuya escala varía de 0-4 en función de 
la gravedad de las alteraciones presentes (Tabla 3). 
Tabla 3. Resumen de los criterios establecidos para la puntuación (score) de las 
lesiones observadas en los ratones. 
         Score Descripción 
0 Normal, no se observan lesiones 
1 Lesión leve (incluyendo la aparición de eritema o 
irritación) 
2 Lesión moderada, aparición de descamación 
3 Lesión marcada 
4 Lesión severa con ulceración 
 
Día 4: tras la evaluación a tiempo final, los ratones son sacrificados 
mediante dislocación cervical. Obtenemos las biopsias de la piel tratada 
(1 cm2) con la ayuda de un sacabocados, que pesamos para la 
determinación del edema desarrollado. Seguidamente, cada biopsia es 
dividida en dos. Una mitad es fijada en paraformaldehído 4% y 
conservada entre 4-6°C, mientras que la otra es congelada a -80°C para 
su posterior homogenización. 
1.4 Homogenización de las biopsias 
Las biopsias, previamente congeladas a -80C, son traspasadas a 
un recipiente con N2 líquido. A continuación, se introducen en un cilindro 
congelado a -80C y son pulverizadas y compactadas con la ayuda de un 
pistón y un martillo. El pulverizado obtenido es introducido en un 
eppendorf con 1 ml de tampón de lisis, cuya composición está detallada 
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en la Tabla 4 y contiene un cóctel de inhibidores de proteasas. Tras 
sonicar en hielo (3 ciclos de 10 segundos) e incubar durante 10 minutos a 
4C, se centrifugan los homogenados dos veces (10000xg, 5 minutos, 
4C), recogiendo el sobrenadante y cambiando de eppendorf entre la 
primera y la segunda centrifugación. Por último, obtenemos el 
sobrenadante final que congelamos a -80ºC hasta la determinación de los 
distintos parámetros de estudio. 
 
  
HEPES 10 mM                   DTT            1mM 
EDTA    1 mM                    NaF             5mM 
EGTA    1 mM                    Na3VO4       1mM 
KCl        10mM                   Leupeptina  1 g/mL 
H2O miliQ c.s.p                  Aprotinina    0,1 g/mL 
 
                                           PMSF          0,5 mM 
                   * DTT: ditiotreitol; PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
 
 
2. Procedimiento histológico 
2.1 Procesamiento de las muestras 
Las biopsias fijadas en paraformaldehído al 4% son deshidratadas 
en un gradiente creciente de etanol, xileno y dos baños de parafina, uno 
de cuatro horas y otro durante toda la noche a 70°C. Orientamos las 
biopsias en la dirección adecuada para los cortes histológicos y las 
incluimos en parafina utilizando un dispensador (Tissue embedding 
System Tes 99, Nunningen, Suiza). Una vez los bloques se han enfriado, 
Tabla 4. Composición del TAMPÓN A 
de lisis celular (pH=8,0) 
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obtenemos secciones de 7µm con un microtomo Leica RM (Biosystems, 
Nussloch, Alemania), las cuales son montadas en portaobjetos Menzel-
Gläser, Braunscheweig, Alemania). 
2.2 Tinción con hematoxilina y eosina (H&E) 
Mediante esta tinción es posible visualizar las estructuras celulares 
ya que los núcleos de las células adquieren coloración violeta azulado 
debido a la afinidad de la hematoxilina por las moléculas de carácter ácido, 
mientras que el citoplasma y demás elementos celulares presentes en él 
adquieren una coloración rosada debido a la eosina. 
Protocolo experimental: 
Los cortes histológicos son rehidratados en un gradiente decreciente de 
alcoholes y son teñidos con hematoxilina de Harris durante 1 minuto. A 
continuación, son lavados para eliminar el colorante y sumergidos en una 
solución de diferenciación (ácido clorhídrico concentrado 25% en etanol 
70) durante 30 segundos. Seguidamente se tiñen con una solución de 
eosina al 50% en etanol 95 durante 90 segundos y se procede a la 
deshidratación de los cortes, que son montados con líquido de montaje 
DPX (Panreac, Barcelona, España). 
2.3 Tinción de colágeno 
Sirius Red /Fast Green 
Esta técnica permite distinguir el colágeno del resto de componentes 
tisulares, ya que estos adquieren una coloración verde debido a Fast Green 
(FCF). 
Protocolo experimental: 
Tras la rehidratación de las muestras se tiñen con la solución I (300 ml 
ácido pícrico+0,03 g FCF 0.01%) durante 15 minutos. Lavamos los cortes 
histológicos con agua acidificada y teñimos las muestras en la solución II 
(300 ml ácido pícrico+0,12 g FCF 0.04%+0.3 g Direct Red 80 0.1%) durante 
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otros 15 minutos. Posteriormente, los cortes se lavan con agua acidificada, 
se deshidratan en una batería de alcoholes y se montan con medio no 
acuoso DPX (Panreac, Barcelona, España). 
Picrosirius Red 
Este método se basa en las propiedades anisotrópicas del colágeno 
al refractar la luz. La birrefringencia de esta molécula aumenta al emplear 
Direct Red 80 que se orienta de manera paralela a las fibras de colágeno 
y que, mediante luz polarizada, nos permite distinguir los distintos tipos de 
fibras de colágeno presentes en el tejido (Rittié, 2017). 
Protocolo experimental: 
Después de la rehidratación, los núcleos se tiñen con hematoxilina Harris 
durante 1 minuto. A continuación, se lavan las secciones histológicas y se 
mantienen durante 1 hora en una solución de Direct Red 80 al 0,1% en 
una solución acuosa saturada de ácido pícrico. Tras el lavado de las 
muestras con agua acidificada con ácido acético glacial, se montan en un 
medio no acuoso DPX (Panreac, Barcelona, España). Las imágenes son 
adquiridas con un microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments 
Europe, Amstelveen, Holanda) equipado con un filtro polarizador y una 
cámara digital (Nikon Digital Camera DXN 1200) mediante el programa 
Nikon ACT-1. 
2.4 Inmunohistoquímica 
La técnica de inmunohistoquímica (Figura 10) está basada en la 
detección de antígenos presentes en tejidos mediante anticuerpos 
específicos. La observación en el microscopio de esta unión es posible 
gracias a la conjugación con distintas enzimas como la fosfatasa alcalina 
o la peroxidasa, que es la utilizada en este protocolo, la cual actúa sobre 
su sustrato correspondiente, que en este caso es DAB (3,3’-
diaminobencidina). 
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Figura 10. Representación esquemática de la técnica de inmunohistoquímica 
 
Protocolo experimental: 
Tras rehidratar las muestras, se realiza el proceso de recuperación 
antigénica, ya que, debido a los tratamientos químicos o físicos, como la 
fijación o el calor, la estructura de los antígenos se puede modificar 
impidiendo el reconocimiento de los epítopos antigénicos por el 
anticuerpo. Para ello, se introducen las muestras en tampón citrato 10 mM 
(pH=6,0) durante 10 minutos a 100°C, dejando reposar los cortes en el 
mismo tampón durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para iniciar el 
proceso de inmunotinción, se bloquea la actividad peroxidasa endógena 
de las muestras con una solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3% 
en MeOH al 70%. A continuación, se lavan los cortes con PBS 1x y para 
minimizar uniones inespecíficas, se realiza un bloqueo con albúmina 
sérica bovina (BSA) al 2% diluida en PBS, incubándose durante 15 
minutos a temperatura ambiente. A partir de este punto, el tampón de 
lavado empleado será PBS con Tween20 al 0,05%. Posteriormente se 
delimitan los cortes con un rotulador lipofílico. En cada portaobjetos se 
disponen varios cortes histológicos, uno de ellos sin anticuerpo primario 
que servirá como control negativo. Dependiendo del anticuerpo primario 
empleado, el tiempo de incubación y las condiciones varían. En la Tabla 
5 se resumen los anticuerpos empleados y las principales características 
de cada uno de ellos. 
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Transcurrido el tiempo de incubación especificado para cada uno de 
los anticuerpos, los cortes histológicos se incuban durante 1 hora a 
temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 
acoplado a peroxidasa (1:100) (DAKO Dinamarca). Finalmente, se añade 
el sustrato cromogénico DAB (Vector Labs, USA), el cual es oxidado por la 
peroxidasa, dando una coloración marrón. Finalmente, se usa hematoxilina 
de Gill nº2 como contratinción nuclear y para observar al microscopio, los 
cortes se montan en medio acuoso (Agilent DAKO, Dinamarca). 
 
Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en el estudio de inmunohistoquímica 
 




       
 
T(°C) Tiempo 




















Anti-CK10 1:500 Ambiente 1 hora Sigma-Aldrich. St. 
Louis, MO, USA 
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2.5. Inmunofluorescencia 
El protocolo llevado a cabo es similar al empleado en la técnica de 
inmunohistoquímica. Tras el rescate antigénico con tampón citrato se 
realiza el bloqueo con BSA y se delimitan los cortes con un rotulador 
lipofílico. Posteriormente se añade el anticuerpo primario correspondiente 
y se incuba durante el tiempo especificado en la Tabla 5. En este caso se 
emplea el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 
(Molecular ProbesTM Invitrogen, Paisley, UK) con una dilución 1:500 en 
PBS/BSA 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. En último lugar se 
añade el medio de montaje ProLongTM Gold Antifade Mountant con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular ProbesTM Invitrogen, Paisley, UK) 
con el fin de obtener la contratinción de los núcleos. 
2.6 Evaluación de las alteraciones histológicas 
Todas las determinaciones histológicas se han realizado en un 
tamaño muestral de 3 ratones por grupo, en los que se elegían cuatro 
campos aleatorios, obteniéndose la media aritmética y finalmente, un valor 
por ratón. Todas las imágenes son tratadas mediante el programa Leica 
Application Suite una vez adquiridas con un microscopio Leica DM IL LED 
acoplado a una cámara digital Leica DFC425 C (Solms, Alemania). Dicho 
programa ha sido empleado para cuantificar el grosor de la epidermis y la 
infiltración leucocitaria en las tinciones de H&E y el recuento de células ki67 
positivas en la correspondiente inmunohistoquímica. Para la cuantificación 
de la expresión del resto de proteínas identificadas, se ha empleado el 
programa ImageJ, obteniendo los resultados mediante densitometría 
óptica. 
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3. Determinación de parámetros inflamatorios 
3.1 Determinación de la actividad mieloperoxidasa 
Este método detecta la actividad neutrofílica, ya que la MPO es una 
enzima lisosomal que utiliza el peróxido de hidrógeno generado por la 
activación neutrofílica para oxidar iones cloruro presentes en el medio, 
dando lugar a ácido hipocloroso, que posee un importante efecto 
bactericida. Un aumento en los niveles séricos de esta enzima indica 
activación neutrofílica que está implicada en la respuesta inflamatoria y la 
activación del sistema inmune innato (Chiang et al., 2019; Rosales, 2018). 
Protocolo experimental: 
Evaluamos la actividad MPO en los homogenados obtenidos de las 
biopsias de piel. El protocolo está basado en el descrito anteriormente por 
De Young y cols., 1989. Se incuban 5 μl de los homogenados con tampón 
PBS, tampón fosfato pH=5,4, H2O2 (0,052%) y 3,3',5,5'-tetrametil-benzidina 
(TMB) que será el sustrato de la reacción. Tras incubar a 37C durante 5-
10 minutos, se detiene la reacción con ácido sulfúrico 2N (v/v), 
determinando la absorbancia a 450 nm en un espectofotómetro Wallac 
1420 VICTOR3TM (PerkinElmer, Finlandia). La composición de los 
tampones empleados se describe en la Tabla 6. 
 
               Tabla 6. Tampones empleados en el estudio de la actividad MPO 
Tampón fosfato (pH=5,4) Tampón PBS (pH=7,4) 
Na2HPO4         0,086 g NaCl                    8,00 g/l 
NaH2PO4      1,153 g Na2HPO4·2H2O  1,16 g/l 
 KH2PO4                    0,20 g/l 
KCl                     0,20 g/l 
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3.2 Determinación de citocinas por ELISA 
El fundamento principal de la técnica ELISA (Enzyme Linked Immuno 
Sorvent Assay) se basa en la detección de un antígeno presente en una 
muestra biológica. En la técnica de ELISA en sandwich los pocillos son 
tapizados previamente con el anticuerpo primario o de captura que 
reconoce de manera específica el epítopo del antígeno de la muestra, que 
es añadido posteriormente. Al complejo formado anteriormente se le une 
un anticuerpo secundario o de detección y que está biotinilado. A este 
anticuerpo secundario se une el conjugado de estreptavidina-peroxidasa 
que al añadir su sustrato enzimático producirá derivados coloreados que 
pueden ser cuantificados espectrofotométricamente. 
Protocolo experimental: 
Para llevar a cabo la determinación de IL-1β, CXCL-1, IL-6 y TNF-α, se han 
seguido las recomendaciones de los correspondientes kits comerciales 
(Tabla 7).  
Tabla 7. Datos sobre los kits empleados para la determinación de citocinas 
Citocina Sensibilidad   Fabricante 
CXCL-1 
 
15,6 pg/mL PromoKine,Heidelberg, 
Germany. 
IL-6 4,0 pg/mL ThermoFisher Scientific, 
Waltham, USA. 
IL-1 15,6 pg/mL R&D Systems®, Minneapolis, 
USA. 
TNF- 31,3 pg/mL R&D Systems®, Minneapolis, 
USA. 
 
En líneas generales, el protocolo se basa en tapizar con el anticuerpo 
primario la placa de 96 pocillos e incubar durante 18 horas a 4C (Figura 
11). Al día siguiente, se lavan los pocillos con el tampón correspondiente y 
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se bloquea con BSA al 2% durante 1 hora. A continuación, y tras el 
posterior lavado, se añaden las muestras, en este caso los homogenados 
de piel de ratón, y la correspondiente curva patrón. Tras la adición del 
anticuerpo secundario biotinilado, se incuba durante el periodo indicado. 
Después de una serie de lavados, se añade la solución del conjugado 
estreptavidina-peroxidasa, incubando a temperatura ambiente el tiempo 
adecuado. Tras nuevos lavados, se añade la solución de TMB. Este 
sustrato cromogénico es oxidado por la enzima, dando lugar a la aparición 
de coloración azul. La adición de la solución de ácido sulfúrico 2N detiene 
la reacción y vira el color a amarillo. La absorbancia es cuantificada 
mediante un espectrofotómetro Wallac 1420 VICTOR3TM (PerkinElmer, 
Finlandia) a 450nm.  
      
 
3.3 Análisis por Western Blot 
La técnica de Western Blot permite la detección de proteínas en una 
muestra biológica. En primer lugar, es necesaria la desnaturalización de 
las proteínas, tras lo que son separadas en función de su peso molecular 
Figura 11. Representación esquemática de la técnica de ELISA 
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por electroforesis en un gel de poliacrilamida. A continuación, las proteínas 
son transferidas del gel a una membrana que será el soporte sintético 
donde se encuentran inmovilizadas las proteínas. Para la identificación de 
una proteína en concreto, incubaremos la membrana con el anticuerpo 
específico, de manera que reconocerá el epítopo del antígeno, en este 
caso, la proteína de interés. A continuación, se incuba con un anticuerpo 
secundario acoplado a un sistema de detección enzimática que al añadir el 
sustrato emitirá una señal detectada por quimioluminiscencia. De esta 
manera se puede asociar la intensidad de la señal obtenida con la cantidad 
de proteína presente en los diferentes grupos. 
Preparación de las muestras: 
La concentración de proteína en cada muestra es analizada 
empleando el reactivo DC Bio-Rad Protein (Laboratorios Bio-Rad, 
California, USA) empleando BSA como curva patrón. Los tampones y 
reactivos empleados a lo largo del protocolo de Western Blot se recogen 
en la Tabla 8. Una vez cuantificada la concentración de proteínas, diluimos 
las muestras con tampón de carga Laemmli en una proporción (1:5) para 
asegurar que la cantidad de proteína en cada pocillo es equivalente. A 
continuación, calentamos las muestras a 99C durante 5 minutos para que 
se produzca la desnaturalización y la pérdida de la estructura terciaria de 
las proteínas. 
Electroforesis: 
Las proteínas contenidas en las muestras (20g) son separadas en 
un gel de acrilamida/bisacrilamida-dodecilsulfato sódico (SDS), utilizando 
un equipo de electroforesis (Laboratorios Bio-Rad, Madrid, España) y el 
correspondiente tampón (Tabla 8). Al emplear el tampón de carga de 
Laemmli, las condiciones de electroforesis son desnaturalizantes o 
reductoras, ya que contiene SDS que se une de forma regular a las 
proteínas confiriendo una carga neta negativa proporcional al peso 
molecular de la misma. Por otro lado, el SDS evita las interacciones 
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hidrofóbicas, rompiendo los puentes de hidrógeno y junto al ditiotreitol 
(DTT), presente también en el tampón y que rompe los puentes disulfuro, 
favorecen la linealización completa de la proteína. Al aplicarse un campo 
eléctrico, las proteínas cargadas negativamente migrarán hacia el cátodo 
y la tasa de migración dependerá de su peso molecular; las moléculas más 
pequeñas migran más rápidamente que aquellas con pesos moleculares 
mayores. 
Otras consideraciones a tener en cuenta con respecto al gel son su 
espesor y el tamaño de poro del mismo. El espesor determina la capacidad 
de volumen de carga pero a mayor grosor las condiciones de transferencia 
pueden variar. El tamaño de poro viene determinado por el porcentaje de 
acrilamida y bisacrilamida que adecuaremos en función del tamaño de la 
proteína. En el caso de los experimentos de la presente tesis, los geles 
empleados han sido al 10%. 
Una vez se han cargado los pocillos con las muestras, se aplica un 
voltaje de 110mV durante aproximadamente 15 minutos hasta que todas 
las muestras atraviesan la banda superior del gel o stacking. A 
continuación, se aumenta el voltaje a 140mV durante 45 minutos 
aproximadamente para que las proteínas se separen por su peso 
molecular. 
Transferencia: 
Una vez las proteínas han migrado se lleva a cabo la transferencia 
del gel, aplicando una corriente de 125 mA durante 50 minutos 
aproximadamente, a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) (GE 
Healthcare Life Sciences, Barcelona, España) que presenta una gran 
resistencia mecánica y mayor unión que las de nitrocelulosa. El método de 
transferencia empleado ha sido el semiseco ya que presenta ventajas, 
como la economización de reactivos, y disminución del tiempo necesario 
para la transferencia. Previamente, la membrana es activada con metanol 
y se coloca en estrecho contacto con el gel, que cubrimos en ambas caras 
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con papel de filtro mojado en tampón de transferencia. Aplicamos una 
corriente eléctrica entre dos electrodos planos, humedeciendo todo el 
montaje previamente con tampón de transferencia. Para comprobar los 
residuos de proteína en el gel, lo teñimos con azul de Coomassie. Los geles 
son sumergidos en el colorante durante 90 minutos en agitación. Después, 
son tratados con un disolvente durante 12 horas que elimina el colorante, 




*TEMED:N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina; *APS: persulfato amónico; c.s.p: 
cantidad suficiente para. 
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Incubación de la membrana y revelado: 
Las membranas son bloqueadas para reducir los lugares de unión 
no específicos con BSA 3% (p/v) disuelto en tampón PBS-Tween20 (0,1%) 
durante 1 hora, con agitación y a temperatura ambiente. Posteriormente se 
incuban las membranas overnight, a 4C y con agitación con los 
anticuerpos primarios específicos (recogidos en la Tabla 9), diluidos en 
tampón PBS-Tween20 y BSA al 3%. Tras lavar las membranas tres veces 
con PSB-Tween20 (0,1%), se incuban con el anticuerpo secundario Anti-
IgG de conejo acoplado a peroxidasa (1:5000) (Dako, Glostrup, Denmark) 
durante 1 hora, en agitación y a temperatura ambiente. Para el revelado de 
las membranas se tratan durante 2 minutos con una solución de Luminol y 
peróxido de hidrógeno a partes iguales. La peroxidasa acoplada al 
anticuerpo secundario cataliza la oxidación del Luminol en presencia del 
peróxido de hidrógeno. La señal de quimioluminiscencia emitida es 
detectada por un equipo computorizado de revelado denominado 
AutochemiTM System (UPV Inc., Upland, CA, USA), que permite capturar 
secuencialmente las imágenes con el programa LabWorksTM 4.6. Las 
intensidades de las bandas obtenidas en el revelado de las membranas 
son determinadas por densitometría utilizando el programa Image J. 
   Tabla 9. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western Blot 
Anticuerpo 
primario 
Peso molecular Dilución Fabricante 
Procaspasa-14 
Caspasa-14 
      28-37 kDa 




Filagrina       26-45 kDa 1:1000 BioLegend. San 
Diego, CA, USA 
        -actina  
 
      42 kDa 1:5000 Sigma-Aldrich 
St. Louis, MO, 
USA 
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Posteriormente, las membranas son incubadas durante 2 horas a 
temperatura ambiente con el anticuerpo de la proteína control -actina y a 
continuación, con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado 
con peroxidasa (Dako, Glostrup, Denmark). 
Para señalizar el peso molecular de las proteínas empleamos el marcador 
Precision Plus ProteinMT Standards (BIO-RAD Laboratorios, Madrid, 
España) que contiene proteínas con pesos moleculares conocidos. 
Además, los valores de densitometría de la proteína de interés se 
normalizan respecto a la densitometría de la proteína control, revelada en 
la misma membrana. En la Figura 12 se resume los pasos descritos en el 
protocolo de Western-Blot. 
 
Figura 12. Representación gráfica y esquemática del protocolo Western-Blot. PVDF: 
fluoruro de polivinilideno. 
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4. Análisis estadístico y expresión de los resultados 
Los resultados se han presentado como media aritmética de los 
valores ± desviación estándar de la media (SD). n representa el número de 
animales utilizado por grupo. Los resultados obtenidos se han sometido a 
distintos tratamientos estadísticos en función de los datos analizados, 
mediante el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, USA). 
En la mayoría de los casos se ha utilizado el método ANOVA de una 
variable seguido del post-test de Tukey, el cual permite hacer una 
comparación múltiple de todos los posibles pares de datos entre todos los 
grupos testados. Se considera que existe diferencia significativa entre los 
grupos con un valor de p menor de 0,05 cuando el valor t obtenido es mayor 
que el tabulado para un nivel de confianza del 95%. Además, esta 
diferencia puede ser muy significativa para p menor de 0,01 (nivel de 
confianza del 99%) o para p menor de 0,001 (niveles de confianza del 
99,9%). Se ha utilizado los siguientes símbolos: 
(*) para las comparaciones respecto al grupo vehículo tratado con acetona 
(#) para las comparaciones respecto al grupo vehículo tratado con TPA 
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1. Prueba de concepto: estudio preliminar del efecto del 
agonista A2BAR BAY60-6583 en el modelo de hiperplasia 
epidérmica en ratón  
Como se ha indicado anteriormente, los estudios sobre la implicación 
de los A2BAR en diferentes sistemas biológicos se han visto limitados por 
la escasez de compuestos selectivos para este tipo de receptor. Por tanto, 
existen relativamente pocos estudios in vivo con el agonista BAY60-6583, 
el primero comercializado. Adicionalmente, la vía tópica de administración 
presenta ciertas particularidades derivadas de la diferente naturaleza 
hidrofóbica/hidrofílica de las distintas capas de la epidermis. Así pues, en 
una primera fase se ha determinado el efecto de la aplicación tópica de 
BAY en este modelo experimental a la dosis de 10 g/área, elegida como 
dosis inicial para establecer de manera orientativa su potencial efecto 
farmacológico y la posible aparición de efectos adversos.  
Debido a que no hay datos sobre la administración de BAY vía tópica, 
la elección de la dosis de este agonista se ha realizado en base al rango 
de dosis empleado en este mismo modelo para el estudio del agonista del 
receptor A2A, CGS-21680 (CGS) (Arasa et al., 2014) y en los resultados 
obtenidos en el estudio concentración-dependiente realizado previamente 
con CGS y BAY en queratinocitos humanos (Andrés et al., 2017). 
1.1 Efecto sobre la lesión cutánea y el edema 
Tras la aplicación de TPA durante tres días consecutivos, se 
produce la aparición de una lesión cutánea en la zona administrada, que 
como ya se ha comentado, por sus características fenotípicas se asemeja 
a las lesiones psoriásicas humanas (Amigó et al., 2007; Sato et al., 2004). 
En la Figura 13A se observa cómo, a nivel macroscópico, la aplicación de 
BAY reduce la gravedad de la lesión inducida por TPA, mientras que no 
produce ninguna alteración en la piel cuando se administra únicamente 
con el vehículo. Cada una de las biopsias obtenidas es pesada para 
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determinar el grado de desarrollo de edema, ya que el aumento de peso 
se relaciona con la extravasación de líquidos debido a la respuesta 
inflamatoria producida. En la Figura 13B se observa como el tratamiento 
con BAY disminuye el edema de forma estadísticamente significativa con 

















A) Vehículo  
 
BAY 10  Vehículo BAY 10  
      TPA (2nmoles/área) 
Figura 13. Efecto de la aplicación de BAY sobre la lesión cutánea y el desarrollo 
del edema. (A) Imagen representativa de la lesión cutánea para cada grupo de 
tratamiento. (B) Edema desarrollado medido por el peso de las biopsias obtenidas. 
BAY 10: 10μg/área. Los datos son representados como media  SD (n= 6). 
****p<0,0001 vs. grupo vehículo; ##p<0,01 vs. grupo vehículo+TPA. Test ANOVA 
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1.2 Estudio histopatológico  
La tinción de hematoxilina y eosina (H&E) muestra los cambios en la 
arquitectura epidérmica tras el tratamiento con TPA (Figura 14) como la 
aparición de invaginaciones epidérmicas, características de la acantosis 
psoriasiforme, y el engrosamiento de la epidermis debido al aumento 
descontrolado de la proliferación de queratinocitos, lo que se conoce 
también como hiperplasia epidérmica. 
Así mismo, se observa en el grupo control tratado con TPA, un 
engrosamiento de la dermis como consecuencia del edema producido, y un 
aumento del infiltrado celular, que visualmente se ven en parte inhibidos 







Figura 14. Efecto de BAY sobre las alteraciones histológicas inducidas por TPA. 
Imagen representativa de los cortes histológicos de las biopsias teñidos con H&E. BAY 
10: 10μg/área. Barra de escala=100m. 
 
El nivel de hiperplasia epidérmica ha sido cuantificado mediante la 
medida del grosor de la epidermis en 4 zonas diferentes del mismo corte 
histológico, empleándose 3 cortes por ratón y considerándose 
representativo 3 ratones por grupo. Como se muestra en la Figura 15, el 
tratamiento con BAY reduce significativamente dicho parámetro, 
confirmando la capacidad de este agonista A2B para controlar la hiperplasia 
epidérmica que se desarrolla tras el tratamiento con TPA 
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1.3 Estudio del efecto de BAY sobre la síntesis de colágeno  
La adenosina promueve la proliferación y la síntesis de colágeno en 
los fibroblastos dérmicos por activación de los receptores A2A, (Montesinos 
et al., 1997; Perez-Aso et al., 2013). Este efecto también había sido 
confirmado durante el estudio in vivo del agonista A2A CGS-21680 en este 
modelo de hiperplasia epidérmica en ratón (Arasa et al., 2014). Por lo 
tanto, en el presente trabajo, hemos considerado de interés analizar el 
posible papel de un agonista de los receptores A2B a este nivel.  
El efecto de BAY sobre la síntesis de colágeno ha sido determinado 
mediante dos tinciones histológicas específicas de esta proteína 
estructural. Tras la tinción Fast-Green Sirius Red (Figura 16A) es posible 
visualizar las fibras de colágeno que aparecen teñidas de rojo frente al 
resto de componentes tisulares, que adquieren una tinción verde. El TPA 
es un derivado de forbol que puede inducir la síntesis de colágeno en 
función de la duración del estímulo (Fukaya et al., 2013). Se observa cierto 
Figura 15. El tratamiento con BAY disminuye la hiperplasia epidérmica 
inducida por TPA. Los datos son representados como media  SD (n= 3). 
****p<0,0001 vs. grupo vehículo; ####p<0,0001 vs. grupo vehículo+TPA. Test 
ANOVA seguido de Tukey’s post-test 
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aumento de la densidad de empaquetamiento de fibras de colágeno rojas 
en los cortes correspondientes a ratones tratados con TPA frente a los 
tratados con el vehículo. Sin embargo, el tratamiento con BAY no afecta a 
la presencia de fibras teñidas de rojo si se compara con el grupo vehículo 
o con vehículo+TPA respectivamente, sugiriendo que la activación de los 













Por otra parte, la tinción Picro-Sirius Red (Figura 16B) permite 
distinguir mediante luz polarizada la coloración rojiza-amarillenta del 
colágeno de tipo I y la coloración verde-azulada del colágeno tipo III, ambos 
característicos de la piel. En ningún caso se observan diferencias con 
respecto a ambos tipos de colágeno entre los grupos tratados con BAY y 
Figura 16. Estudio histológico del efecto de BAY sobre la síntesis de 
colágeno. (A) Tinción Fast Green-Sirus Red. (B) Tinción Picro-Sirius Red 
visualizada bajo luz polarizada. Imágenes representativas de tres animales por 
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los grupos vehículo con o sin TPA, corroborando la ausencia de efecto de 
BAY a nivel de la síntesis de colágeno en la dermis. 
1.4 Determinación de mediadores relacionados con la 
infiltración leucocitaria 
Tras observar en la tinción H&E el aumento de infiltración 
neutrofílica en la dermis de las biopsias de animales tratados con TPA, se 
ha abordado el estudio de dos parámetros directamente relacionados con 
la activación de neutrófilos, empleando para ello los homogenados 
obtenidos de las biopsias.  
En primer lugar, se ha determinado la actividad MPO, presente en 
los gránulos azurófilos de los neutrófilos y, por lo tanto, directamente 
relacionada con la infiltración neutrofílica inducida por el TPA. El 
incremento de la actividad MPO ha sido descrito en placas psoriásicas, 
estando directamente relacionada con la severidad de la enfermedad 
(Chiang et al., 2019).  
Por otra parte, se han determinado los niveles de la quimiocina 
CXCL-1, liberada por diversos tipos celulares como queratinocitos, y 
fibroblastos, la cual favorece el reclutamiento de neutrófilos circulantes 
(Chiang et al., 2019; Chiricozzi et al., 2018) 
En la Figura 17 se observa como la aplicación de BAY en la piel de 
los ratones tratados con TPA, reduce de manera significativa la actividad 
MPO con respecto al grupo vehículo+TPA. Los niveles de CXCL-1 
también tienden a ser reducidos tras el tratamiento con BAY, si bien los 

























Figura 17. Efecto de BAY sobre parámetros relacionados con la 
infiltración leucocitaria. (A) Actividad mieloperoxidasa. (B) Niveles de CXCL-
1. Los datos son representados como media  SD (n= 6). **p<0,01 vs. grupo 
vehículo; #p<0,05 vs. vehículo+TPA. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-
test 
    
A) 
B) 
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El efecto antiproliferativo que produce la activación del receptor A2B 
ha sido previamente evaluado en estudios in vitro realizados en 
queratinocitos humanos (Andrés et al., 2017). Los resultados de este 
estudio preliminar indican que la activación del receptor A2B tras la 
aplicación tópica de BAY reduce la hiperplasia epidérmica inducida por 
TPA. Por tanto, se demuestra por primera vez en un modelo in vivo el 
efecto antiproliferativo que produce la activación de este receptor.  
Por otra parte, BAY no afecta a la síntesis de colágeno en la dermis, 
a diferencia de la activación de los A2AAR, subtipo de receptores de 
adenosina mayoritariamente expresado en la dermis y responsable de la 
proliferación de fibroblastos y síntesis de colágeno a este nivel (Perez-Aso 
et al., 2013; Shaikh y Cronstein, 2016). 
Además, la activación de los A2BAR tras la aplicación tópica de BAY 
demuestra un claro perfil antiinflamatorio, reduciendo tanto el edema como 
la infiltración leucocitaria inducida por TPA. 
En vista de todos estos resultados, se ha planteado la segunda fase 
del estudio en la que se realiza un estudio dosis-respuesta de BAY, en 
presencia y ausencia de un antagonista A2B, con el fin de confirmar que los 
efectos obtenidos son dependientes del receptor.  
Paralelamente se han determinado nuevos parámetros que nos 
permitirán profundizar en el potencial papel beneficioso de la activación 
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2. Estudio del agonismo/antagonismo A2BAR en el modelo de 
hiperplasia epidérmica en ratón  
 En los ensayos realizados en este apartado, se ha abordado el 
estudio del agonista A2B BAY60-6583 a las dosis de 1 y 10 μg/área. Por 
otra parte, se ha seleccionado el antagonista selectivo del receptor A2B, 
PSB-1115 (PSB), por ser el más ampliamente utilizado para los estudios in 
vivo en la bibliografía consultada.  
Las dosis de PSB ensayadas han sido de 5 y 50 μg/área en base al 
ratio 1:5 (relación de dosis agonista/antagonista) establecido en todos los 
estudios referenciados que emplean ambas moléculas, siendo la dosis de 
PSB administrada siempre 5 veces mayor que la dosis de BAY (Xu et al., 
2018; Sorrentino et al., 2015; Iannone et al., 2013; Hart et al., 2009; Eckle 
et al., 2008).  
En los diferentes grupos de ratones establecidos, las dosis de BAY 
y PSB se han ensayado en presencia y en ausencia de TPA, mientras que 
la interacción agonista-antagonista se ha realizado siempre en presencia 
de TPA. En este caso, el orden de administración de los productos ha sido 
primero el antagonista, seguido del agonista y finalmente el TPA.  
En la Tabla 10 se resumen los grupos de animales establecidos en 
función del tratamiento. Según el procedimiento de experimentación animal 
aprobado para la realización de este ensayo, el número de animales por 


















2.1. Evaluación del desarrollo de las lesiones cutáneas  
En la Figura 18 se muestran imágenes representativas de cada 
grupo de tratamiento a tiempo final del experimento. En los animales 
tratados con TPA, se observa como la aplicación de BAY a 1 y 10 g/área 
reduce de manera visible la severidad de las lesiones inducidas por el 
estímulo, mientras que el tratamiento con el antagonista PSB, produce 
lesiones similares (PSB 5 µg/área) o incluso superiores (PSB 50 µg/área) 
a las inducidas por TPA. En los grupos donde se administra el agonista en 
presencia de antagonista, se revierte en parte el efecto beneficioso de BAY, 
produciéndose un grado de lesión intermedia. 
Tabla 10. Grupos de animales y tratamientos 
  Vehículo (acetona) 
   PSB 5 μg/área  
   BAY 1 μg/área 
   PSB 50 μg/área 
   BAY 10 μg/área 
   Vehículo (acetona)                         + TPA 
   PSB 5 μg/área                                 + TPA  
   BAY 1 μg/área                                 + TPA 
  PSB 5 μg/área + BAY 1 μg/área       + TPA  
  PSB 50 μg/área                                 + TPA 
  BAY 10 μg/área                                 + TPA 
  PSB 50μg/área + BAY 10μg/área      + TPA  





















PSB 5+BAY 1 




Figura 18. Efecto de BAY y PSB sobre las lesiones macroscópicas 
inducidas por TPA. Imagen representativa de la apariencia de las lesiones 
producidas en el área de administración a tiempo final del experimento. 
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Para cuantificar la evolución de las lesiones a lo largo de los tres días 
del experimento, se evalúa visualmente la severidad de las heridas 
teniendo en cuenta diversos parámetros como la aparición de eritema, 
descamación y la ulceración de las mismas. La puntuación o score se 
obtiene tras la valoración con una escala que varía entre 0 y 4, donde 0 
indica la ausencia de lesión en la zona de aplicación; 1 aparición de 
irritación; 2 irritación y eritema; 3 aparición de lesión; 4 lesión ulcerada. En 
la Figura 19 se muestra el resultado del score en el día final del 
experimento, el cual se correlaciona con el aspecto visual de las imágenes 
observadas en la Figura 18. Los resultados indican que el tratamiento con 
BAY reduce significativamente la severidad de las lesiones a ambas dosis 
ensayadas, mientras que en los tratamientos conjuntos de PSB+BAY, el 






















Figura 19. Evaluación de las lesiones a tiempo final del experimento.  
Datos representados como media  SD (n= 6-10). ****p<0,0001, **p<0,01, 
*p<0,05 vs. vehículo; ###p<0,001 vs. vehículo+TPA; +p<0,05 vs. BAY 1, +++p< 
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2.2. Evaluación del edema  
Una vez sacrificados los animales, las biopsias obtenidas son 
pesadas para determinar el grado de edema generado. En la Figura 20 se 
muestra cómo el tratamiento con BAY a ambas dosis reduce de manera 
significativa el edema, aunque no se observa una clara relación dosis-
efecto. La aplicación del antagonista PSB antes del tratamiento con BAY 
tiende a revertir la reducción del edema, siendo el resultado 





Figura 20. Evaluación del edema. Los datos son representados como media 
 SD (n= 6-10). ****p<0,0001, ***p<0,0001, *p<0,05 vs. vehículo; ###p<0,001, 
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2.3. Estudio histopatológico mediante tinción H&E  
Realizamos la tinción de H&E para analizar los cambios que 




















PSB 5+BAY 1 










Figura 21. Tinción H&E. Imagen representativa de los cortes histológicos de las 
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Visualmente, en la tinción H&E se observa como en los animales 
tratados con TPA, la aplicación de BAY a 1 y 10 μg/área, disminuye el 
grosor, las invaginaciones epidérmicas y la infiltración neutrofílica con 
respecto al vehículo, corroborándose el efecto ya observado en la anterior 
prueba de concepto. 
El análisis de los cortes histológicos demuestra que la aplicación de 
ambas dosis de este agonista A2B reduce de manera significativa la 
hiperplasia epidérmica (Figura 22) y la infiltración celular en la dermis 
(Figura 23). Esta disminución obtenida en ambos parámetros tiende a ser 
revertida en los grupos de animales en los que al mismo tiempo se ha 
aplicado el antagonista PSB, observándose un efecto estadísticamente 




Figura 22. Cuantificación de la hiperplasia epidérmica. Grosor de la epidermis 
determinada en cuatro campos aleatorios por cada corte histológico (n=3). 
****p<0,0001, **p<0,01 vs. vehículo; ###p<0,001 vs. vehículo+TPA; ++++p< 0,0001, 
vs. BAY 10. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test.  
 















2.4. Estudio inmunohistoquímico de la hiperproliferación 
epidérmica 
Para una mejor caracterización del efecto de BAY y PSB sobre la 
hiperplasia epidérmica, se ha realizado el análisis inmunohistoquímico de 
dos marcadores de proliferación: la citoqueratina 6 (CK6) (Figura 24), 
proteína que forma parte del citoesqueleto y es característica de los 
queratinocitos en estado proliferativo, y Ki67, un antígeno nuclear 
expresado en células en proliferación.  
 
 
Figura 23. Cuantificación del infiltrado celular. Recuento celular en cuatro 
campos aleatorios de cada corte histológico (n=3 ratones). ****p<0,0001, 
**p<0,01 vs. vehículo; ####p<0,0001, ##p<0,01, #p<0,05 vs. vehículo+TPA. +++ 
p< 0,001 vs. BAY 10. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test.  
 
 











































PSB 5 + BAY 1 




Figura 24. Estudio inmunohistoquímico de la expresión de CK6. Imágenes 
representativas de la detección de CK6 en los cortes histológicos. CK6 aparece 
marcada con una tonalidad marrón oscura. Barra de escala=50m. 
 
 
50 m 50 m 
50 m 








  79 
Como se observa en las Figuras 24 y 25, el TPA produce un 
incremento en la intensidad de la coloración marrón en la epidermis, 
indicativa del aumento de CK6. La aplicación de BAY a 1 y 10 μg/área 
disminuye significativamente la expresión de esta citoqueratina en los 
ratones tratados con TPA, mientras que la administración conjunta con el 
antagonista (grupos PSB+BAY) revierte el efecto en los dos rangos de 
dosis ensayados. Es de señalar que la aplicación de PSB 50 en presencia 
de TPA (grupo PSB 50+TPA) tiende incluso a potenciar el incremento de 
CK6 inducido únicamente por el agente irritante, aunque los datos no llegan 
















Figura 25. Cuantificación de la expresión de CK6 en el estudio 
inmunohistoquímico. Resultado del análisis de densidad óptica integrada (DOI), 
expresada como unidades arbitrarias. Se han analizado cuatro campos por sección, 
obteniendo la media. Datos representados como media ± SD (n=3 ratones). 
****p<0,0001 vs. grupo vehículo; ####p<0,0001, ##p<0,01 vs. vehículo+TPA; 
++++p<0,0001 vs. BAY 1; +++p<0,001 vs. BAY 10. ANOVA seguido de Tukey’s post-
test.  
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Respecto al estudio inmunohistoquímico de Ki67, en la Figura 26 se 
muestra como el tratamiento con TPA aumenta los queratinocitos en 
estado proliferativo que se encuentran principalmente en la capa 
suprabasal de la epidermis. El tratamiento de BAY disminuye las células 
Ki67 positivas hasta el punto de que no se aprecian en los cortes 
histológicos analizados. Por el contrario, el bloqueo del receptor A2B 
aumenta la presencia de células proliferativas, tanto en el grupo PSB 50 
como en el grupo PSB 5. Además, la aplicación de PSB afecta a la 
distribución de los queratinocitos en división de manera que estos no se 
encuentran únicamente en la capa suprabasal, que es donde se produce 
la mitosis en condiciones normales, si no que se encuentran también en 
capas superiores. El tratamiento conjunto PSB 5+BAY 1 tiende a aumentar 
de nuevo el número de células Ki67 positivas en comparación con el 
tratamiento con BAY 1 μg/área. Sin embargo, en el grupo PSB 50+BAY 10 
se observa una acusada degradación de las estructuras que constituyen la 
epidermis, no pudiéndose apreciar claramente la presencia de células Ki67 
positivas. 
Los resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquímico de CK6 
y Ki67 sugieren que la activación de los receptores A2B podría tener un 
papel importante en la regulación de la proliferación descontrolada de 
queratinocitos en patologías de la piel que cursan con este fenómeno, 
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Figura 26. Estudio inmunohistoquímico de Ki67. Imagen representativa de la 
detección de ki67 en los cortes histológicos. Las flechas rojas indican células ki67 
positivas. Barra de escala=50m. 
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2.5. Determinación de parámetros relacionados con el 
efecto antiinflamatorio 
Con el fin de profundizar en el estudio del efecto antiinflamatorio que 
produce la activación de A2BAR en este modelo experimental, y completar 
los resultados obtenidos en la prueba de concepto, se ha determinado 
tanto la actividad MPO, como los niveles de CXCL-1 en los homogenados 
de todas las biopsias. Paralelamente, se han evaluado  los niveles de otras 
citocinas que participan en la instauración de la respuesta inflamatoria 
inducida por el TPA en este modelo, como TNF-, IL-6 e IL-
1  (Rodríguez-Luna et al., 2017).  
2.5.1. Determinación de parámetros relacionados con la 
infiltración celular: MPO y CXCL-1 
En la Figura 27A se observa en general una gran variabilidad de 
resultados dentro de cada grupo experimental, tal como se deduce de las 
desviaciones estándar obtenidas en el estudio estadístico. Así y todo, en 
los ratones tratados con TPA, la administración de BAY a las dos dosis 
ensayadas reduce la actividad MPO en los homogenados de las biopsias 
con respecto al grupo control (vehículo+TPA). El tratamiento previo con 
PSB tiende a revertir el efecto de BAY, si bien los resultados no son 
estadísticamente significativos.   
De modo similar, los resultados obtenidos tras la determinación de 
CXCL-1 (Figura 27B) en los homogenados, también muestran cierta 
variabilidad, siendo únicamente significativa la inhibición de esta 
quimiocina en el grupo tratado con la dosis menor de BAY (1μg/área). Con 
todo, el perfil de respuesta obtenido tras la determinación tanto de MPO 
como de CXCL-1 apoya los datos obtenidos en la Figura 23, confirmando 
la inhibición de la infiltración neutrofílica que se produce tras la aplicación 
tópica de un agonista de los receptores A2B en este modelo experimental.  
 






























Figura 27. Determinación de la actividad MPO (A) y CXCL-1 (B) en los 
homogenados de las biopsias. Resultados expresados como media ± SD (n=6-
10). ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01 vs. vehículo; ####p<0,0001, ##p<0,01, 
#p<0,05 vs. vehículo+TPA. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test.  
 
2.5.2. Determinación de otras citocinas pro-inflamatorias 
Se ha determinado los niveles de las citocinas TNF-, IL-6 e IL-
1 en los homogenados obtenidos de las biopsias (Figura 28). 
A) 
B) 
  84 
Los resultados obtenidos muestran que en los ratones tratados con 
TPA la administración de BAY tiende a reducir los niveles de estas tres 
citocinas en comparación con el vehículo, si bien los resultados solo 
muestran significación estadística respecto a los niveles de IL-6 a la dosis 














Figura 28. Determinación de los niveles de IL-1, IL-6 y TNF- en los 
homogenados de las biopsias. Los resultados se muestran como media ± SD (n=6-
10). ***p<0,001, **p<0,01, *p<0 05 vs. vehículo; ####p<0,0001, #p<0,05 vs 
vehículo+TPA. ANOVA seguido de Tukey’s post-test.  
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Por otra parte, es de destacar que la administración de PSB 
50g/área en presencia de TPA tiende a aumentar la liberación de TNF-α 
y principalmente de IL-1β, por encima de los niveles obtenidos en el grupo 
vehículo+TPA, produciéndose en el caso de la IL-1β, un incremento muy 
significativo.  
De los resultados obtenidos en esta fase del estudio, se puede 
concluir que la administración de BAY en presencia de TPA inhibe la 
mayoría de los parámetros determinados en este modelo experimental, 
tanto a nivel de hiperplasia epidérmica como de reacción inflamatoria, si 
bien en la mayoría de las veces, no hay una clara relación dosis-efecto. 
De hecho, la mayoría de los resultados son incluso más significativos y 
homogéneos a la dosis menor de BAY (1μg/área), lo que sugiere que sería 
interesante completar el estudio incluso a dosis menores. 
Por otra parte, todos los resultados obtenidos con BAY tienden a 
ser revertidos en presencia del antagonista, con mayor o menor 
significación estadística, dependiendo de la dosis empleada, lo que hace 
pensar en un efecto relacionado específicamente con la 
activación/bloqueo del receptor A2B.  
Cabe destacar que la dosis 50 μg/área del antagonista PSB 
posiblemente sea demasiado elevada, a pesar del ratio 1:5 comúnmente 
utilizado en la bibliografía para los estudios agonista/antagonista. En este 
sentido, algunos parámetros determinados, como el score macroscópico 
de las lesiones, o los niveles de CK6, TNF-α y principalmente IL-1β tienden 
a estar aumentados en el grupo PSB 50+TPA en comparación con los 
ratones vehículo+TPA.  
Por todo ello, para continuar con el estudio, centrado en el posible 
efecto del receptor A2B a nivel de la función barrera epidérmica, se han 
seleccionado las dosis bajas tanto de BAY (1μg/área) como de PSB (5 
μg/área).  
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3. Efecto sobre proteínas de función barrera y cornificación   
Los resultados obtenidos en el apartado anterior demuestran que la 
activación de los receptores A2B en la epidermis reduce la 
hiperproliferación de queratinocitos y la producción de CK6, sugiriendo 
que este receptor podría jugar un papel importante como regulador de la 
función barrera en la piel, cuya homeostasis se encuentra alterada en 
patologías como la psoriasis. 
Por ello, en el presente apartado se ha analizado el efecto de la 
aplicación de BAY (1g/sitio) y de PSB (5 g/sitio) sobre diversas 
queratinas y proteínas estructurales implicadas en la formación y 
mantenimiento de la barrera epidérmica.  
3.1. Determinación por inmunohistoquímica de CK10 
Durante el proceso de diferenciación, la CK10 se expresa 
predominantemente en el estrato espinoso, indicando que el proceso de 
diferenciación y cornificación está teniendo lugar de manera adecuada. 
Como se observa en las Figuras 29 y 30, el grupo de ratones 
tratados únicamente con el vehículo o con BAY, en ausencia de estímulo, 
presentan unos valores elevados de CK10 en la epidermis, mientras que 
el grupo tratado sólo con PSB tiende incluso a reducir los valores basales 
de CK10, si bien los datos no llegan a ser estadísticamente significativos.  
En el grupo tratado sólo con TPA, los niveles de CK10 disminuyen 
muy significativamente con respecto al grupo vehículo en ausencia de 
estímulo, lo que es indicativo de la alteración en la diferenciación de los 
queratinocitos que se produce en este modelo experimental. La aplicación 
de BAY en los ratones tratados con TPA recupera totalmente la expresión 
de CK10 hasta valores similares a los basales obtenidos en los ratones 
tratados únicamente con el vehículo.   
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Por otra parte, el PSB en presencia de TPA presenta unos niveles 
de CK10 que tienden a ser incluso más bajos que cuando aplicamos 
únicamente el estímulo, revirtiendo al mismo tiempo el efecto beneficioso 
de BAY cuando ambos se aplican simultáneamente en el mismo grupo 
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Figura 29. Estudio inmunohistoquímico sobre la expresión de CK10 en la     
epidermis. Imagen representativa de la detección de CK10 en los cortes 
histológicos. Barra de escala=50 μm. 
 


















Figura 30. Cuantificación de CK10 en las imágenes obtenidas por 
inmunohistoquímica. Medida de la densidad óptica integrada (DOI) expresada como 
unidades arbitrarias (UA). Se han analizado cuatro campos por cada biopsia, 
obteniendo la media. Datos representados como media ± SD (n=3 ratones). 
****p<0,0001 vs. vehículo; ####p<0,0001 vs. vehículo+TPA, ++p<0,01 vs. BAY 1+TPA. 
Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test. 
 
3.2. Estudio de la expresión de involucrina 
La involucrina es una proteína estructural que sirve como marcador 
de diferenciación temprana. En entornos inflamatorios, involucrina se 
encuentra sensiblemente aumentada, lo que favorece la aparición de 
hiperqueratosis y la pérdida de la función barrera debido a un proceso de 
diferenciación terminal defectuoso (Bélanger et al., 2020; Perera et al., 
2012). 
La expresión de involucrina en este modelo experimental se ha 
analizado tanto por inmunohistoquímica como por inmunofluorescencia en 
los cortes histológicos de las biopsias de la piel del ratón (Figura 31). 


















Figura 31. Expresión de involucrina en los cortes histológicos. Microfotografías 
representativas de cada grupo. (A) Inmunohistoquímica, donde involucrina presenta 
tonalidad marrón oscuro. (B) Inmunofluorescencia, donde involucrina presenta 
fluorescencia verde. La tonalidad azul se corresponde con la contratinción nuclear 
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Figura 32. Cuantificación de la expresión de involucrina en el estudio histológico. 
(A) Análisis de las imágenes obtenidas por inmunohistoquímica expresadas como 
unidades arbitrarias (UA) de la densidad óptica integrada. (B) Análisis de las imágenes 
obtenidas en el estudio por inmunofluorescencia. Intensidad de la fluorescencia 
expresada como unidades arbitrarias (UA) Cada valor es la media del análisis de cuatro 
campos por sección. Datos representados como la media ± SD (n=3 ratones). ****p 
<0,0001 vs. vehículo, ####p< 0,0001 vs. vehículo+TPA, ++++p<0,0001, +++p<0,0001 
vs. BAY 1+TPA. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test 
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Tal como se aprecia en la Figura 31, la expresión de involucrina se 
muestra aumentada en los animales tratados con vehículo+TPA, y en el 
grupo PSB 5+TPA, extendiéndose por todas las capas de la epidermis. En 
cambio, el tratamiento con BAY, al igual que los grupos sin estímulo, 
favorece la expresión localizada de la involucrina en las capas más 
superiores, siendo esta expresión menos marcada. Estos efectos pueden 
observarse más claramente en el estudio por inmunofluorescencia, en el 
que se observa como en el grupo PSB 5+BAY 1, la aplicación del 
antagonista parece incluso revertir parte del efecto favorable producido por 
BAY, volviéndose a observar una expresión más intensa y extendida de la 
involucrina.   
El resultado del análisis y cuantificación de las imágenes obtenidas 
tanto por inmunohistoquímica como por inmunofluorescencia (Figura 32) 
confirman el aumento significativo de la expresión de involucrina en los 
grupos vehículo+TPA y PSB 5+TPA. En cambio, la aplicación de BAY en 
los ratones tratados con TPA, reduce significativamente la expresión de 
involucrina, devolviéndola a niveles similares a los basales. Por otra parte, 
el pretratamiento con el antagonista (grupo PSB 5+BAY 1) revierte de 
manera significativa el potencial efecto beneficioso que manifiesta el 
agonista. 
3.3. Estudio de la expresión de loricrina  
Loricrina es una proteína marcadora de diferenciación terminal. La 
disminución de su expresión está relacionada con un proceso de 
cornificación defectuoso, el cual está asociado a patologías de la piel como 
la psoriasis (Ma et al., 2018).  
 
 

















Figura 33. Expresión de loricrina. (A) Estudio inmunohistoquímico donde la expresión 
de loricrina aparece marcada con tonalidad marrón oscuro. (B) Estudio por 
inmunofluorescencia donde loricrina presenta fluorescencia verde. En azul se muestra 
la contratinción nuclear (DAPI). Barra de escala=50-100 μm. Las líneas separan el 






















  93 
En la Figura 33A, se observa como en todos los grupos de ratones 
ensayados en ausencia de estímulo, es posible distinguir claramente la 
expresión basal de loricrina, que disminuye significativamente tras la 
aplicación de TPA, tanto en el grupo tratado con vehículo como con PSB. 
De hecho, en las imágenes obtenidas en el estudio de 
inmunofluorescencia (Figura 33B), prácticamente desaparece el marcaje 
fluorescente en estos dos grupos de tratamiento. En cambio, la 
administración del agonista BAY en condiciones de estímulo, preserva la 
expresión de esta proteína estructural, efecto que es de nuevo revertido al 
administrar conjuntamente BAY con el antagonista (grupo PSB 5+BAY 1).  
El análisis de estos resultados (Figura 34) sugiere que la aplicación 
tópica de un agonista de los receptores A2B podría por lo tanto mejorar el 
proceso de cornificación y diferenciación terminal, cuando se encuentra 
alterado en diversas situaciones patológicas. 
Es de señalar también que el tratamiento con el antagonista A2B en 
ausencia de estímulo, tiende per se a reducir los niveles basales de 
expresión de loricrina, llegando a dar resultados significativos en el análisis 
realizado en el ensayo de inmunofluorescencia. Esto sugiere un posible 
papel fisiológico del receptor A2B en la correcta regulación de la 
diferenciación terminal de los queratinocitos incluso en ausencia de 
patologías, las cuales se podrían incluso desencadenar por bloqueo o 









































Figura 34. Cuantificación de la expresión de loricrina en el estudio histológico. 
(A) Análisis de las imágenes obtenidas por inmunohistoquímica expresadas como 
unidades arbitrarias (UA) de la densidad óptica integrada. (B) Intensidad de la 
fluorescencia (UA) en el ensayo de inmunofluorescencia. Cada valor es la media del 
análisis de cuatro campos por sección. Datos representados como la media ± SD (n=3 
ratones). ****p <0,0001, ***p <0,001 vs. vehículo, ####p< 0,0001, vs. vehículo+TPA; 
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3.4 Estudio de la expresión de filagrina  
La filagrina es una proteína estructural fundamental para el 
desarrollo y mantenimiento óptimo de la barrera epidérmica. El déficit en 
su expresión confiere un mayor riesgo de desarrollar dermatitis atópica 
(Quaranta et al., 2014) y agravar otras patologías de la piel, ya que se 
produce una alteración en la estructura y en la hidratación del estrato 
córneo (Nishifuji y Yoon, 2013). 
La Figura 35 muestra como la filagrina, presente en las biopsias de 
los grupos de ratones sin estímulo inflamatorio, desaparece prácticamente 
en el grupo tratado con TPA y en el grupo PSB 5+TPA. Sin embargo, la 
aplicación de BAY en presencia de TPA favorece la recuperación del 
patrón de expresión normal de esta proteína.  
La cuantificación de las imágenes obtenidas (Figura 36) demuestra 
la reducción significativa de la expresión de filagrina en el grupo de ratones 
tratados con TPA, y también, cómo la aplicación del agonista BAY consigue 
aumentar de nuevo la expresión de esta proteína hasta valores similares a 
los mostrados en el grupo tratado sólo con el vehículo.  
Al igual que en el estudio de loricrina, el pretratamiento con PSB 
revierte en parte el efecto beneficioso obtenido con BAY e incluso 
disminuye significativamente los niveles basales de expresión mostrados 
en el grupo tratado sólo con el vehículo (grupo PSB 5), sugiriendo de nuevo 
el posible papel del A2B en el adecuado desarrollo y mantenimiento de la 













































Figura 35. Expresión de filagrina en cortes histológicos. (A) 
Inmunohistoquímica: la expresión de filagrina aparece con una tonalidad marrón 
intensa. (B) Inmunofluorescencia: filagrina marcada con fluorescencia verde 
mientras que el marcaje azul se corresponde con contratinción nuclear (DAPI). Las 
líneas separan el estrato corneo (SC) y el estrato basal del resto de capas de la 
piel. Barra de escala=50 μm 
 






























Figura 36. Cuantificación de la expresión de filagrina en el estudio 
histológico. (A) Análisis de las imágenes obtenidas por inmunohistoquímica 
expresadas como unidades arbitrarias (UA) de la densidad óptica integrada. (B) 
Intensidad de la fluorescencia (UA) en el ensayo de inmunofluorescencia. Cada 
valor es la media del análisis de cuatro campos por sección. Datos representados 
como la media ± SD (n=3 ratones). ****p<0,0001, ***p<0,001, *p<0,05 vs. 
vehículo; ####p<0,0001, ###p<0,001 vs. vehículo+TPA; ++++p<0,0001, 
+++p<0,001 vs. BAY 1+TPA. Test ANOVA seguido de Tukey’s post-test 
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3.5 Estudio por Western-Blot de la correlación 
filagrina/caspasa-14 
En vista de los interesantes resultados obtenidos en el capítulo 
anterior sobre la activación de los receptores A2B y la expresión de filagrina, 
hemos creído de interés profundizar en las causas y alteraciones que 
puedan estar relacionados con la síntesis de esta proteína.  
La filagrina se sintetiza a partir de la profilagrina, un precursor 
altamente fosforilado, que se almacena en forma inactiva e insoluble 
dentro de los KHG en la capa granular de la epidermis. A medida que los 
queratinocitos experimentan la diferenciación terminal, que tiene lugar en 
la transición entre el estrato granular y el cornificado, la profilagrina se 
desfosforila y se divide en monómeros de filagrina gracias a 
endonucleasas como la caspasa-14 (Hoste et al., 2011a). Para que se 
produzca el paso de profilagrina a filagrina, es necesario que la 
procaspasa-14 cambie estructuralmente a caspasa-14 activa.  
En este apartado, se ha determinado por Western-Blot la relación 
entre los niveles de filagrina, caspasa-14 y procaspasa-14 en los 
homogenados de las biopsias obtenidas.   
En la Figura 37 (A-B), se observa como la administración de TPA y 
TPA+PSB reducen la filagrina presente en los homogenados de piel de 
ratón, mientras que el tratamiento con BAY en las mismas condiciones de 
estímulo aumenta de nuevo los niveles de esta proteína.  
Por otra parte, la aplicación del antagonista reduce por sí mismo los 
niveles de filagrina en ausencia de TPA, además de revertir el efecto 
beneficioso de BAY sobre la expresión de esta proteína en presencia del 
estímulo (grupo PSB 5+BAY 1). Todos estos resultados están en 
concordancia con los obtenidos en el estudio inmunohistoquímico 
realizado en el apartado anterior, reforzando el posible papel fisiológico 
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del receptor A2B en la expresión adecuada de filagrina y el mantenimiento 



























Figura 37. Estudio por Western-Blot de la expresión de filagrina. (A) Imagen 
representativa del análisis por Western-Blot en homogenado de piel. (B) Análisis 
densitométrico expresado como unidades arbitrarias (UA) de la densidad óptica 
integrada de las imágenes, analizándose la relación filagrina/-actina. Datos 
representados como la media ± SD (n=3 ratones). ****p<0,0001; ***p<0,001 vs. 
vehículo; #### p<0,0001 vs. vehículo+TPA, +++p<0,001 vs. (BAY 1+TPA). Test 
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Respecto al estudio de la caspasa-14, en el análisis por Western Blot 
de los homogenados de las biopsias, detectamos dos bandas: una que 
oscila entre 28-30 kDa que se corresponde con la procaspasa-14, y otra 
que aparece entre 11-17 kDa y que detecta la caspasa-14, que es la 
biológicamente activa (Figura 38A).  
Como puede observarse en los grupos de animales sin estímulo 
inflamatorio, los valores de la subunidad activa de caspasa-14 se 
encuentran muy elevados en comparación con los de procaspasa-14. Por 
otro lado, en los grupos en los que se ha aplicado TPA esta relación se 
invierte, a excepción del grupo tratado con TPA+BAY, en el que los niveles 
de caspasa-14 tienden a mantenerse elevados.  
Los resultados del análisis densitométrico (Figura 38B) confirman 
estos resultados, manteniéndose la relación inversa entre caspasa-14 y 
procaspasa-14 dentro de cada grupo de tratamiento. Es de destacar que 
en el grupo vehículo+TPA se reduce muy significativamente la caspasa-14 
con respecto al grupo tratado sólo con el vehículo, mientras que el 
tratamiento con BAY (grupo BAY 1+TPA) consigue mantener los niveles 
de esta subunidad activa elevados. Sin embargo, el pretratamiento con el 
antagonista A2B (grupo PSB 5+BAY 1) vuelve a revertir significativamente 
este efecto.  
A la vista de los resultados de este apartado, podemos concluir que 
la activación de los receptores A2B consigue mantener unos niveles 
elevados tanto de filagrina como de caspasa-14, subunidad activa del 
enzima responsable de la síntesis de esta proteína estructural. Esto 
refuerza la hipótesis del potencial papel beneficioso de este receptor en la 
integridad y grado óptimo de hidratación de la barrera epidérmica; lo que 
sugiere que sería interesante completar el estudio incluso a dosis menores.   
 


















Figura 38. Estudio de la expresión de caspasa-14. (A) Imagen representativa del 
análisis por Western-Blot en los homogenados de las biopsias. (B) Análisis 
densitométrico expresado como unidades arbitrarias (UA) de la densidad óptica 
integrada de las imágenes, analizándose la relación procaspasa-14/β-actina y caspasa-
14/β-actina. Datos representados como la media ± SD (n=3 ratones). ****p <0,0001, 
***p <0,001 vs. vehículo; ####p< 0,0001, ##p<0,01 vs. vehículo+TPA, ++++p<0,0001, 
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Parte I: La activación del receptor A2B reduce la hiperplasia 
epidérmica y la respuesta inflamatoria en la piel    
Desde que en los años 30 se describieran los potentes efectos 
mediados por adenosina y se comenzase a estudiar su interés a nivel 
cardiovascular y como neurotransmisor, las funciones y los efectos de la 
señalización purinérgica a través de sus receptores, anteriormente 
denominados P1, ha generado controversia. Dependiendo del tipo celular, 
la expresión de los receptores de adenosina puede variar y sus efectos 
biológicos también (Borea, Varani, et al., 2018) 
En la piel, diversos estudios sugerían que la activación de los 
receptores de adenosina promovían la proliferación de queratinocitos 
(Braun et al., 2006), mientras que otros sostenían lo contrario (Brown et al., 
2000; Cook et al., 1995). Con la aparición de agonistas más selectivos, se 
pudo observar que la activación de los receptores A2A en queratinocitos 
humanos aumenta la proliferación, mientras que la activación de los A2B la 
disminuye (Andrés et al., 2017). Curiosamente en la epidermis, el receptor 
A2B es el subtipo mayoritario y puede ser activado por concentraciones 
fisiológicas de adenosina a pesar de que su afinidad sea mucho menor 
(Andrés et al., 2017; Fredholm et al., 2011). En este sentido, en los últimos 
años se ha puesto de manifiesto que la expresión del receptor A2B suele 
ser mayoritaria en determinados tipos celulares en los que fisiológicamente 
actúa controlando la correcta proliferación, como fibroblastos cardiacos 
(Phosri et al., 2017; Vecchio et al., 2017), músculo liso arterial (Dubey et 
al., 2015) células epiteliales intestinales (Aherne et al., 2015) o células 
epiteliales alveolares (Borea, Varani, et al., 2018).  
A la vista de estos antecedentes, y puesto que el receptor A2B 
también parece participar en el control de la respuesta inflamatoria en 
queratinocitos (Andrés et al., 2017) consideramos relevante confirmar en 
un estudio in vivo el posible papel beneficioso de la activación de los A2BAR 
en la piel. Para ello, hemos empleado el modelo de hiperplasia epidérmica 
inducida por TPA en ratón, ya que es capaz de recrear ciertas 
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manifestaciones características de patologías cutáneas, produciendo 
alteraciones histopatológicas típicas de la psoriasis y una respuesta 
inflamatoria de la piel (Hawkes et al., 2018; Sato et al., 2004) 
El TPA es una molécula derivada de forbol que actúa como estímulo 
de la PKC, isoforma mayoritaria en la epidermis (Breitkreutz et al., 2007). 
La activación de PKC desencadena un entorno inflamatorio debido a la 
activación de la vía de señalización NF-κ  la generación de citocinas 
inflamatorias y la producción de ROS. Paralelamente, el TPA puede dar 
lugar a un proceso de cornificación defectuoso, ya que la activación de la 
PKC suprime la expresión de marcadores de cornificación tardía 
(Breitkreutz et al., 2007).  
Para la realización del estudio se ha seleccionado el agonista del 
receptor A2B BAY60-6583, por ser el ensayado en los estudios realizados 
in vitro en queratinocitos humanos (Andrés et al., 2017) y por ser 
considerado como agonista de referencia en la bibliografía científica. 
Puesto que BAY no había sido testado previamente vía tópica, se realizó 
inicialmente una prueba de concepto que permitiera decidir el rango de 
dosis adecuado y descartara posibles efectos adversos, ya que, en un 
estudio anterior realizado en el mismo modelo, la aplicación tópica de 
NECA (considerado clásico agonista A2B, aunque no selectivo) produjo 
sedación intensa en los animales por activación A1AR (datos no 
publicados).  
Los resultados de prueba preliminar han demostrado el efecto 
beneficioso de BAY a la dosis de 10 μg/área, ya que reduce la gravedad 
de las lesiones, la hiperplasia epidérmica, el edema y diversos parámetros 
relacionados con la infiltración celular. Además, y a diferencia de los 
resultados obtenidos en este mismo modelo con un agonista de los 
receptores A2A (Arasa et al., 2014), se confirma que la activación A2B 
producida por BAY no afecta a la síntesis de colágeno en la dermis, ya que 
este es un proceso principalmente mediado por la activación de receptores 
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A2A, mayoritarios en los fibroblastos dérmicos (Zhang et al., 2017; Shaik y 
Cronstein, 2016; Perez-Aso et al., 2013)  
A la vista de estos resultados preliminares, en una segunda fase se ha 
procedido al estudio de BAY a dos dosis diferentes, en presencia y 
ausencia de PSB-1115, antagonista selectivo de A2BAR (Borea et al., 
2018). Una visión global de los resultados obtenidos demuestra que BAY 
es capaz de mejorar todos los parámetros determinados incluso a la dosis 
inferior de 1 μg/área, aunque tal vez hubiera sido necesario ensayar alguna 
dosis inferior, para poder observar una clara relación dosis-efecto. Es 
importante además destacar que los efectos beneficiosos producidos por 
la aplicación de BAY son mediados por la activación del receptor A2B, ya 
que el antagonista PSB revierte en mayor o menor proporción todos estos 
efectos. 
En primer lugar, y con respecto a la hiperplasia epidérmica, los 
resultados del estudio histológico H&E y la inmunohistoquímica de CK6 y 
Ki67, indican que BAY reduce el estado hiperproliferativo de los 
queratinocitos inducido por el TPA, confirmándose en un modelo in vivo, el 
papel del receptor A2B como modulador del crecimiento de queratinocitos 
observado en los estudios in vitro (Andrés, et al 2017, Brown et al., 2000). 
Además, la inhibición de la expresión de CK6, sugiere el potencial interés 
terapéutico de la activación A2B en situaciones patológicas de la piel en las 
que esta citoqueratina está sobreexpresada como en el caso de la psoriasis 
(Zhang et al., 2019; Perera et al., 2012) 
En segundo lugar, la aplicación tópica de BAY reduce la respuesta 
inflamatoria inducida por el TPA. Este resultado presenta un especial 
interés, puesto que el papel del receptor A2B resulta muy controvertido, 
pudiendo actuar como antiinflamatorio o proinflamatorio en función del tipo 
celular, la vía de señalización involucrada o el entorno fisiopatológico 
(Effendi et al., 2020; Vecchio et al., 2019). En este contexto, diversos 
estudios sugieren que la activación A2B reduce la migración neutrofílica y 
la permeabilidad microvascular en modelos experimentales de inflamación 
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aguda de pulmón (Konrad et al., 2017) o inflamación de la mucosa del colon 
(Aherne et al., 2015). De manera similar, los resultados del presente 
estudio demuestran que la aplicación de BAY, además de reducir el edema 
producido, inhibe la migración neutrofílica determinada tanto por el análisis 
histológico, como mediante la actividad MPO en los homogenados de las 
biopsias.  
En el modelo de hiperplasia inducido por TPA, los neutrófilos son las 
primeras células que migran hacia el foco de inflamación, activados por 
diversas quimiocinas como CXCL-1 (Arasa et al., 2014; Sato et al., 2004). 
En el presente estudio, se ha demostrado que la aplicación de BAY reduce 
los niveles de esta quimiocina en los homogenados de la piel, confirmando 
nuevamente los efectos observados en los estudios in vitro, en los que este 
agonista era capaz de inhibir de forma concentración dependiente la 
generación de CXCL-1 en queratinocitos humanos estimulados con TPA 
(Andrés et al., 2017). Además, y puesto que esta quimiocina es liberada 
por los queratinocitos durante la fase de respuesta innata de la psoriasis, 
la aplicación de un agonista A2BAR podría reducir la infiltración y los 
procesos de activación neutrofílica característicos de estas primeras fases 
(Albanesi et al., 2018).  
Para completar el estudio de la activación del receptor A2B sobre la 
respuesta inflamatoria, se han analizado los niveles de IL-6, TNF- e IL-1 
en los homogenados de las biopsias, observando que BAY tiende a 
disminuir los niveles de estas citocinas, aunque con resultados variables. 
Tal vez esta variabilidad pueda estar en parte relacionada con posibles 
efectos contrapuestos (activador/inhibidor) que podría tener la activación 
A2B en los diversos tipos celulares presentes en la piel, como células 
dendríticas o mastocitos, donde la activación A2B podría aumentar los 
niveles de citocinas en determinadas condiciones (Vecchio et al., 2019). 
Serían necesarios estudios más concretos a este nivel para poder 
establecer el papel A2BAR en cada tipo celular que participa en el desarrollo 
del proceso inflamatorio en la piel. 
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Parte II: La activación del receptor A2B mantiene la 
integridad de la barrera epidérmica 
Como se ha comentado anteriormente, uno de los principales efectos 
tras la aplicación de BAY ha sido la inhibición de la proliferación y de la 
expresión de CK6 en la epidermis de los ratones tratados con TPA. Esto 
sugiere que el receptor A2B podría jugar un papel importante como 
regulador de la función barrera en la piel, cuya homeostasis se encuentra 
alterada en patologías como la psoriasis (Zhang et al., 2019). Con esta 
finalidad, se ha analizado la expresión de proteínas que actúan como 
marcadores de diferenciación para los queratinocitos y cuya alteración ha 
sido relacionada con una barrera epidérmica defectuosa, asociada con 
patologías de la piel (Quaranta et al., 2014;Proksch et al., 2008).  
Como primer indicador del estado de la función barrera se ha 
estudiado la CK10, expresada en los queratinocitos basales y necesaria 
para el inicio del proceso de cornificación, siendo considerada marcadora 
de diferenciación normal (Nishifuji y Yoon, 2013). Ensayos in vitro han 
demostrado que la expresión de CK10 en los queratinocitos se correlaciona 
con la disminución de la proliferación celular, aumentando el porcentaje de 
células en fase G1 y disminuyendo la población celular en fase S (Dmello 
et al., 2019). Por el contrario, en ratones K10-/- se produce 
espontáneamente el desarrollo de hiperqueratosis y acantosis, además del 
incremento de la proliferación de células epidérmicas (Reichelt et al., 
2004). En nuestro modelo experimental, la aplicación de TPA disminuye la 
expresión de CK10 en la epidermis de los ratones, mientras que el 
tratamiento con BAY recupera el patrón de expresión de la epidermis sana. 
Esto demuestra el papel beneficioso de la activación A2B en el control de la 
diferenciación y correcta cornificación de los queratinocitos, no sólo en 
condiciones patológicas, sino también en condiciones fisiológicas, ya que 
incluso en los animales no tratados con TPA, el bloqueo del receptor A2B 
con el antagonista PSB tiende a disminuir la expresión fisiológica de esta 
citoqueratina.  
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Resultados similares se han obtenido respecto a la expresión basal 
de loricrina, la cual constituye aproximadamente un 70% de las proteínas 
que forman el estrato córneo y que se encuentra disminuida en 
enfermedades que presenta paraqueratosis como psoriasis (Nithya et al., 
2015). El tratamiento con BAY recupera los niveles basales de expresión 
de esta proteína, mientras que el bloqueo A2B, incluso en ausencia de 
estímulo inflamatorio, la disminuye, confirmando el papel regulador del 
receptor A2B en el proceso de formación de la envuelta cornificada. 
Como contraposición a las proteínas anteriores, la involucrina es un 
marcador de diferenciación temprana de queratinocitos, cuya expresión en 
piel sana está localizada en las capas superiores de la epidermis, 
interaccionando con otras proteínas y favoreciendo una correcta 
cornificación (Sevilla et al., 2007). Sin embargo, en enfermedades de 
carácter inflamatorio como psoriasis, su expresión está aumentada de 
forma aberrante en todos los estratos de la piel (Bélanger et al., 2020). 
Estos mismos efectos pueden observarse en nuestro modelo experimental, 
ya que la expresión de involucrina se extiende por toda la epidermis en los 
ratones tratados con TPA, mientras que la activación del receptor A2B 
favorece un patrón de expresión normal de involucrina. Es de destacar que 
tanto involucrina como loricrina, forman parte del complejo de 
diferenciación epidérmica (EDC), que hace referencia al conjunto de genes 
(más de 50) que codifican proteínas implicadas en la diferenciación y 
cornificación de los queratinocitos (Hoffjan y Stemmler, 2007). De hecho, 
la deleción de genes contenidos en el EDC junto a mutaciones del alelo 
HLA-Cw6, están relacionadas con una predisposición importante para el 
desarrollo de psoriasis (Brettmann y de Guzman Strong, 2018).  
Otra proteína importante en la función barrera de la piel es la 
filagrina, proteína de diferenciación terminal necesaria para que se 
produzca el entrecruzamiento de citoqueratinas y otras proteínas que 
constituyen la envuelta cornificada. La expresión de esta proteína está 
disminuida en patologías como dermatitis atópica, ictiosis vulgar o psoriasis 
(Kezic y Jakasa, 2016; Quaranta et al., 2014). Paralelamente,  la expresión 
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de caspasa-14, enzima que interviene en la transición de profilagrina a la 
forma activa filagrina, está también significativamente reducida en lesiones 
psoriásicas tanto en humanos como en ratones (Chamcheu et al., 2018). 
Así mismo, esta correlación ha sido demostrada en queratinocitos 
estimulados con citocinas asociadas tanto a la respuesta TH1 como TH2, 
disminuyendo el RNAm y los niveles de proteína de filagrina y caspasa-14 
(Hvid et al., 2011; Kim et al., 2011) Los resultados obtenidos en el presente 
trabajo demuestran que el entorno inflamatorio inducido por TPA disminuye 
drásticamente la expresión tanto de filagrina como de caspasa-14, 
mientras que el tratamiento con BAY vuelve a incrementar dicha expresión 
hasta alcanzar los niveles basales. Nuevamente, el tratamiento con el 
antagonista reduce incluso la expresión basal de filagrina, reafirmando el 
papel protector del receptor A2B en el proceso de formación de la envuelta 
cornificada tanto en condiciones fisiológicas como patológicas.  
El efecto beneficioso de la activación A2B puesto de manifiesto en 
este modelo experimental, apoya los resultados de otros estudios que 
sugieren el papel protector de este receptor en diversos tejidos donde está 
mayoritariamente expresado. Esto ocurre por ejemplo en el colon, donde 
el A2BAR es el receptor de adenosina más abundante, actuando como 
protector de las células epiteliales intestinales. De hecho, en un modelo 
murino de inflamación intestinal, se observó que en los animales knockout 
A2B-/- se potenciaba la respuesta inflamatoria y se producía una alteración 
de la barrera epitelial gastrointestinal, mientras que la administración de 
BAY en animales A2B+/+ mejoraba el proceso (Aherme et al., 2015). 
Del mismo modo, se ha demostrado que la activación A2BAR 
promueve la función barrera endotelial para proteger contra la lesión 
vascular inducida por hipoxia (Eckle et al., 2008). Paralelamente, se han 
puesto de manifiesto los efectos cardioprotectores de la activación A2BAR 
en procesos de isquemia-reperfusión, en los que la administración de un 
agonista reduce el daño miocárdico (Vecchio et al., 2019).  
  109 
Otros estudios en animales knockout A2B-/- revelan que la 
señalización A2B en células epiteliales alveolares es también relevante para 
la protección pulmonar. Además, la administración de un agonista A2B en 
forma de aerosol, atenuó la respuesta inflamatoria en un modelo de 
inflamación pulmonar aguda (Hoegl et al., 2015).  
Así pues, y a pesar de la controversia que sigue creando el papel del 
A2BAR en los diferentes procesos fisiopatológicos, los resultados 
expuestos en el presente trabajo ponen de manifiesto, por primera vez en 
un modelo in vivo, el interesante papel del receptor A2B en el control de la 
proliferación epidérmica y la correcta función barrera en la piel. Esto, unido 
al potencial efecto antiinflamatorio de este receptor, principalmente en los 
queratinocitos, abre nuevas vías de investigación para profundizar tanto en 
las funciones fisiológicas de este receptor en la piel, como para el 
desarrollo de posibles nuevas terapias de aplicación tópica en patologías 
cutáneas que cursen con hiperproliferación epidérmica, alteración de la 
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I. La aplicación tópica del agonista de los receptores A2B BAY60-
6583, reduce las lesiones macroscópicas y minimiza las alteraciones 
histológicas en el modelo de hiperplasia epidérmica en piel de ratón 
inducida por TPA, disminuyendo en los queratinocitos los marcadores de 
proliferación celular CK6 y ki67. 
II. La activación A2BAR presenta propiedades antiinflamatorias, 
reduciendo el edema, citocinas proinflamatorias y diversos parámetros 
principalmente relacionados con la activación y migración neutrofílica, 
como la quimiocina CXCL-1 
III. En este modelo, la aplicación del agonista A2B normaliza la 
expresión de proteínas implicadas en la estabilidad de la función barrera 
epidérmica, como CK10, involucrina, loricrina y filagrina, favoreciendo 
además la activación de caspasa-14, enzima involucrada en la correcta 
formación de la envuelta cornificada, y la función protectora de la piel. 
IV. Todos los efectos beneficiosos producidos por el agonista 
BAY60-6583 dependen de la activación del receptor A2B, puesto que son 
contrarrestados en presencia del antagonista selectivo PSB-1115. 
Además, algunas alteraciones observadas tras el empleo del antagonista 
en condiciones basales sugieren un papel fisiológico clave del A2BAR en la 
función barrera. 
V. Los resultados obtenidos en este modelo in vivo confirman la 
importancia del A2BAR en la epidermis. Este receptor representa por lo 
tanto una potencial diana farmacológica para el tratamiento de 
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